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RESUME

La Néphronophtise (NPH) est une maladie génétique rénale autosomique récessive,
caractérisée par une fibrose tubulo-interstitielle chronique, parfois associée a des kystes.
Elle est la principale cause d'insuffisance rénale terminale chez I’enfant et le jeune adulte. La
grande majorité des vingt-trois genes NPHP identifiés codent pour des protéines du cil
primaire, une structure composée de microtubules présente a la surface de la plupart des
cellules quiescentes et qui joue un réle clé dans de nombreuses voies de signalisation. La
NPH fait donc partie des ciliopathies, un groupe de maladies génétiques hétérogenes liées a
des défauts du cil. La NPH est ainsi fréquemment associée a des phénotypes extra-rénaux
(rétine, squelette, systeme nerveux central, foie). Les seuls traitements disponibles
actuellement sont la dialyse et la transplantation rénale, rendant nécessaire la recherche de

stratégies thérapeutiques.

Le gene NPHP1 est le plus fréquemment muté, avec pres de 25% des patients présentant
une délétion homozygote de la région du géne. Les lignées épithéliales rénales MDCK et
mIMCD3 n’exprimant pas Nphpl présentent des défauts de migration et de ciliogenése. Le
laboratoire a réalisé un crible pour identifier des molécules approuvées par la FDA capables
de restaurer ces phénotypes. Les résultats obtenus ont permis de montrer les effets
bénéfiques d’un analogue de la prostaglandine E2 (PGE2), I’Alprostadil ou PGE1. Les résultats
ont ensuite été validés sur des cellules rénales épithéliales (URECs) de patients NPHP1
présentant un défaut de ciliogenese, restauré par le traitement. L'objectif du projet de
thése a été de valider les effets et de caractériser le mode d’action de la PGE1, a la fois

dans les URECs NPHP1 et dans un modele murin invalidé pour le géne Nphp1.

Ainsi, j'ai précisé les phénotypes rénaux des souris Nphpl”/- (dilatations des tubules
rénaux distaux, augmentation de la longueur des cils dans les tubules dilatés, signature
transcriptionnelle pro-fibrotique) et montré |'effet bénéfique de la PGE1 sur ces phénotypes.
Des agonistes des récepteurs a la PGE2 ont également montré un effet bénéfique sur les
phénotypes rénaux dans un modele de poisson-zébre nphp4, et améliorent Ia
dégénérescence rétinienne des souris Nphpl”/-. En paralléle, j’ai élucidé les mécanismes
sous-jacents a la restauration de la ciliogenese par la PGE1 dans les URECs NPHPI. Les
résultats que j’ai obtenus indiquent que le traitement a la PGE1 augmente la quantité
intracellulaire d’AMPc et I’activité de la PKA, une kinase dépendante dépend de I’AMPc. J ai
également montré que le traitement a la PGE1 augmente la quantité de p27¢P!, une
protéine jouant un role clef dans la quiescence et la ciliogenése. De plus, j'ai observé une

diminution de I’activité de RhoA suite au traitement, en accord avec les effets connus de
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I’AMPc et de p27%P! sur son inhibition, et I'impact négatif de I'activation de RhoA sur la
ciliogenese. J'ai démontré le défaut de composition ciliaire dans les URECs NPHP1, avec une
diminution de certaines protéines dans le compartiment ciliaire (adénylate cyclase llI,
INPP5E). Ce phénotype est également partiellement restauré par le traitement a la PGEL.
Pour terminer, j'ai réalisé une analyse transcriptomique dans les URECs NPHP1 et les souris
Nphpl”/- en réponse a la PGE1l. De maniére intéressante, la PGE1 module des voies de
signalisation similaires in vitro et in vivo, et restaure des signalisations dérégulées en
I'absence de NPHP1, notamment l'interaction avec la matrice extracellulaire, le
cytosquelette d’actine et le cycle cellulaire. Jai confirmé I'effet inhibiteur de la PGE1 sur
I’expression de la laminine-y2, un constituant des membranes basales exprimé dans le rein
en condition pathologique. Ces analyses transcriptomiques ont également pointé le role
potentiel du métabolisme mitochondrial, et plus précisément I'oxydation des acides gras,
dans la pathophysiologie de la NPH. Les études supplémentaires que jai menées ne
semblent cependant pas indiquer de changement métabolique en I'absence de NPHP1,
contrairement a ce qui a été démontré dans d’autres modeles de fibrose rénale et de

ciliopathies rénales.

Mes travaux de these ont démontré que les changements phénotypiques induits par la
perte d’expression de NPHP1, le géne majeur de la NPH, peuvent étre améliorés par un
analogue de la PGE2. La PGE1 et les agonistes des récepteurs a la PGE2 pourraient ainsi étre

la premiére option thérapeutique dans le traitement de la NPH et des ciliopathies associées.

Mots clés : Néphronophtise, rein, cil primaire, molécules thérapeutiques, prostaglandine E2
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ABSTRACT

Nephronophthisis (NPH) is an autosomal recessive genetic kidney disease characterized
by progressive tubulointerstitial fibrosis associated with cysts at the cortico-medullary
junction. It is the leading genetic cause of end-stage renal disease in children and young
adults. The majority of the twenty-three NPHP genes encode proteins playing key roles at
the primary cilium. NPH thus belongs to ciliopathies, a group of heterogeneous genetic
diseases related to cilia defects. The primary cilium is a microtubule-based structure that
protrudes at the surface of almost all quiescent cells in vertebrates. It is playing a key role in
many signaling pathways controlling the development and homeostasis of many organs.
NPH is thus frequently associated with extra-renal phenotypes (retina, cerebellum, skeleton,

liver).

To date, the only available treatments are dialysis and renal transplantation. The aim of
the laboratory was then to identify new therapeutic options for NPH focusing on NPHP1
which is the most frequently mutated gene, with nearly 25% of patients harboring a
homozygous deletion of this gene. A high-throughput screen was performed to identify FDA-
approved molecules able to alleviate the migratory and ciliogenesis defects of Nphpl
knockdown renal epithelial cell lines (MDCK and mIMCD3). The results showed the beneficial
effects of prostaglandin E1 (PGE1), an analogue of the naturally occurring PGE2. These
results were validated on urine-derived renal epithelial cells (URECs) from NPHP1 patients
which exhibit a ciliogenesis defect, restored by PGE1. The aim of the PhD project was to
validate the beneficial effect of PGE1 in NPHP1 conditions and to investigate the
underlying mechanisms, using both NPHP1 URECs and a mouse model invalidated for
Nphpl1.

| clarified the renal phenotypes of Nphp17- mice (distal tubule dilatations, increased cilia
length in dilatations, pro-fibrotic transcriptional signature) and showed the beneficial effect
of PGE1 on these phenotypes. PGE2 receptor agonists showed a beneficial effect on renal
phenotypes in a nphp4 zebrafish model, and improved retinal degeneration in Nphp1”~ mice.
In parallel, | identified the mechanisms by which PGE1 rescues the ciliogenesis defects in
NPHP1 URECs. My results indicate that PGE1 treatment increases the intracellular amount of
cAMP and PKA activity, a cAMP-dependent kinase. This increase in cAMP level is sufficient
for ciliogenesis rescue. | also showed that PGE1 increases p27XP! amount, a protein playing a
key role in quiescence and ciliogenesis. Furthermore, | observed a decreased RhoA activity
following PGE1 treatment, consistent with the known regulatory effects of cAMP/PKA and

p27%P1, and of the negative impact of RhoA activation on ciliogenesis. | observed a defect in
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ciliary composition in NPHP1 URECs, as shown by the decreased of ciliary adenylate cyclase
[l and INPP5E, two important ciliary signaling proteins. This phenotype was partially rescued
by PGE1. Finally, | performed transcriptomic analyses in NPHP1 URECs and Nphpl”/- mice in
response to PGE1l treatment. Interestingly, PGE1 showed similar modulatory effects on
shared signaling pathways in vitro and in vivo. Most interestingly, it rescued pathways
deregulated by the absence of NPHP1, including extracellular matrix interactions, actin
cytoskeleton, and cell cycle. | confirmed the PGE1l-mediated inhibition of laminin-y2, a
baement membrane protein expressed in the kidney under pathological conditions. These
transcriptomic analyses also suggested a role of mitochondrial metabolism and fatty acid
oxidation in the pathophysiology of NPH. However, additional results do not show any
metabolic changes in the absence of NPHP1, unlike what has been demonstrated in models

of renal fibrosis and renal ciliopathies.

In conclusion, my thesis work showed that PGE2 analogs rescued in vitro as well as in
vivo phenotypes caused by the absence of NPHP1, the major causative gene in NPH. PGE1
and more widely specific agonists of PGE2 receptors could be the first therapeutic option for

NPH and associated ciliopathies.

Key words: Nephronophthisis, kidney, primary cilia, drug-screen, prostaglandin E2
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Le cil est une structure composée de microtubules présente a la surface de la majorité
des cellules des vertébrés. On distingue le cil primaire et les cils motiles (Satir et Christensen,
2007). Le cil primaire, unique et non motile, se forme a la surface de la majorité des cellules
guiescentes. Il agit comme une antenne, percevant les signaux chimiques et mécaniques de
I’environnement extracellulaire. Il permet la transduction des signaux et est essentiel pour
de nombreuses voies de signalisation. Les cils motiles se développent a la surface d’un
nombre restreint de types cellulaires, incluant les cellules de I'épithélium respiratoire, de
I’épendyme et de I"épithélium des trompes de Fallope (Wallmeier et al., 2020). Les cils
motiles battent de maniére coordonnée, propulsant le mucus et les liquides. Le flagelle est
un cil motile spécialisé permettant le déplacement des spermatozoides. Les cellules du
nceud embryonnaire possédent un cil motile unique établissant la latéralité lors du
développement embryonnaire. Des anomalies des cils ménent au développement de
ciliopathies, un groupe hétérogene de maladies génétiques pouvant affecter une multitude
d’organes (rein, ceil, squelette, coeur, systeme nerveux central, etc), de maniére isolée ou

syndromique (Reiter et Leroux, 2017).

La Néphronophtise (NPH) est une maladie génétique rénale autosomique récessive,
appartenant au groupe des ciliopathies (Wolf et Hildebrandt, 2011). En effet, la majorité des
vingt-trois génes NPHP identifiés codent pour des protéines du cil primaire. La NPH est la
principale cause génétique d'insuffisance rénale terminale chez I’enfant et le jeune adulte, et
représente le facteur de morbidité des formes syndromiques associant une NPH a des
phénotypes extra-rénaux (rétine, squelette, systéme nerveux central, foie). Les seuls

traitements disponibles actuellement sont la dialyse et la transplantation rénale.

Il nexiste aucune thérapie efficace dans le cadre des ciliopathies rénales, et encore
moins pour les ciliopathies rénales pédiatriques ou aucune piste suffisamment sérieuse pour
mener a un essai clinique n’a encore été envisagée (Stokman et al., 2021). La recherche de
stratégies thérapeutiques est donc nécessaire, et pourrait permettre de ralentir Ia

progression des patients vers l'insuffisance rénale terminale et repousser I'dge de la greffe.
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REVUE DE LA LITTERATURE - Partie 1

|. Structure du cil primaire

1) Structure globale

Le cil primaire est formé a partir d’un des centrioles du centrosome, le centriole pere ou
corps basal (Figure 1). La structure du cil primaire, I'axonéme, résulte de I'élongation de neuf
doublets paralléles de microtubules du corps basal (les étapes de la formation du cil sont
épithéliales rénales, I'architecture de I’axonéme se transforme aprés quelques microns, avec
I"arrét précoce d’un des filaments des doublets de microtubules (Kiesel et al., 2020). On
distingue deux compartiments spécialisés a la base du cil : la zone de transition (TZ) et le
compartiment inversine. Le cil primaire et sa membrane ciliaire possedent une composition
protéique et lipidique spécifique, différente du cytoplasme et de la membrane plasmique
(Nachury et Mick, 2019). Cet enrichissement permet au cil de transduire efficacement les
signaux percus dans son environnement. L’assemblage du cil et la composition ciliaire sont
controlés par deux mécanismes : i) le transport actif des protéines par une machinerie de
trafic intraflagellaire (IFT), et ii) la restriction de la diffusion passive des protéines par la TZ

(Figure 2).

Les cils sont assemblés et maintenus par le systéme de transport bidirectionnel des IFTs :
le complexe IFT-B pour le transport antérograde (de la base du cil vers I'extrémité) et le
complexe IFT-A pour le transport rétrograde (de I’extrémité du cil vers la base ; Pigino et al.,
2009). Le déplacement des complexes IFTs le long des microtubules axonémaux est possible
grace a des moteurs moléculaires, les complexes kinésine-2 et dynéine-2 respectivement.
Ainsi, 'invalidation de I'lFT-B ou de la kinésine-2 conduit a une absence de cils (Nonaka et al.,
1998; Funabashi et al., 2018), tandis que l'invalidation de I'IFT-A ou de la dynéine-2 résulte
en une accumulation de matériel a I'extrémité distale du cil (Pazour et al., 1998; Tsao et
Gorovsky, 2008; Liem et al., 2012). En plus des IFTs, le complexe protéique BBSome joue un
réle clé dans le transport des protéines ciliaires. Des variants dans les génes codant les
membres de ces trois complexes ménent au développement de ciliopathies (Braun et

Hildebrandt, 2017).
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Membrane
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B> Appendices sub-distaux
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Figure 1 : Structure globale du cil primaire.

(A, B) Cils primaires des cellules épithéliales rénales. Les images de microscopie a balayage sont extraites
de Lm et al., 2019. Echelle = 1um. (C) Schéma de la structure du cil primaire. Le corps basal ou centriole
pére, est composé de neuf triplets de microtubules et s’attache a la membrane basale par ses appendices
distaux appelés fibres de transition (Tanos et al., 2013). L'axonéme est formé par I'élongation de neuf
doublets de microtubules. On retrouve la zone de transition, avec des structures denses en forme de
« Y », et le compartiment inversine, qui possede une structure fibrilloide (Bennett et al., 2020). La partie
distale de I'axonéme n’est constituée que de neuf singletons de microtubules. Bien que continue avec la
membrane plasmique, la membrane ciliaire posséde une composition lipidique spécifique avec un
enrichissement en PI4P. Les images de microscopie électronique en transmission sont extraites de Reiter
et al., 2012.

A la base du cil, I'lFT-B se lie directement a la kinésine-2 pour transporter le long des
microtubules les protéines ciliaires, mais également I'IFT-A, la dynéine-2 et le BBSome
(Lechtreck, 2015; Funabashi et al., 2018; Kobayashi et al., 2021 ; Figure 2). L'IFT-A coopére
avec I'IFT-B pour l'entrée des récepteurs couplés aux protéines G (GPCRs) dans le cil
(Mukhopadhyay et al., 2010; Kobayashi et al., 2021). Apres le relargage des protéines, un
remodelage au niveau de I'extrémité du cil permet a I'lFT-A de s’associer a la dynéine-2 pour
le transport rétrograde (Mijalkovic et al., 2018). L'IFT-A permet le retour de certaines
protéines et de I'lFT-B a la base du cil, ce dernier étant directement réutilisé pour un
nouveau transport antérograde (Wingfield et al., 2017). Associé a la B-arrestine 2, le BBSome
est nécessaire au passage a travers la TZ et a la sortie du cil des GPCRs activées (Pal et al.,

2016; Ye et al., 2018). De maniere intéressante, une récente étude a montré que des

25



REVUE DE LA LITTERATURE - Partie 1

protéines, comme la tubuline composant les microtubules axonémaux, pouvaient étre

directement synthétisées dans les cils motiles (Hao et al., 2021).
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Figure 2 : Import et export des protéines dans le cil primaire.

La zone de diffusion se trouve a la base du cil primaire et restreint la diffusion passive des protéines. Elle
est principalement composée de la zone de transition (TZ) avec ses structures denses en forme de « Y » et
des fibres de transitions. La machinerie de transport IFT-B permet le transport actif des protéines dans le
cil primaire grace au moteur moléculaire kinésine-2. L'IFT-A interagit avec I'IFT-B pour permettre I'entrée
des GPCRs dans le cil. A I'extrémité distale du cil, on observe un réarrangement des machineries, et I'lFT-A
transporte les protéines vers la base du cil grace au moteur moléculaire dynéine-2. Le BBSome et la B-
arrestine 2 permettent la sortie des GPCRs activées.

2) La zone de transition (TZ)

La premiere étude mentionnant la présence d’un compartiment spécialisé a la base du cil
remonte aux années 70, avec la description d’un « collier ciliaire », formé par des rangées de
particules membranaires encerclant la base de I'axonéme (Gilula et Satir, 1972). La notion de
barriére de diffusion fonctionnelle apparait une quinzaine d’années plus tard (Musgrave et
al., 1986). La barriére de diffusion est composée des fibres de transition et de la TZ, deux
ultrastructures qui séparent le compartiment ciliaire du corps basal et du reste de la cellule
(Nachury et Mick, 2019). Les fibres de transition sont en réalité les appendices distaux du
centriole pére qui permettent I'ancrage du corps basal a la membrane, tandis que la TZ
représente I'espace d’environ 0.5uM présentant des structures denses en forme de « Y » qui
connectent I'axoneme a la membrane (Figures 1 et 2). La barriére de diffusion empéche

I’entrée et la sortie libre des protéines larges solubles (Breslow et al., 2013). De maniere
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cohérente, I'absence d’un membre de la TZ résulte en un défaut de composition ciliaire

(Ning et al., 2021).

Des études génétiques et d’interaction protéines-protéines ont permis I'identification
des nombreux composants de la TZ (Chih et al., 2011; Garcia-Gonzalo et al., 2011; Sang et
al., 2011; Williams et al., 2011; Yang et al., 2015; Gongalves et Pelletier, 2017). Certains de
ces composants sont assemblés en modules, les modules MKS et NPHP (NPHP1-4-8 et
NPHP5-6), qui se forment de maniere indépendante et complémentaire a la TZ (Awata et al.,
2014; Li et al., 2016). En effet, la délétion d’'un membre des complexes MKS et NPHP
simultanément conduit a un phénotype plus grave qu’en l'absence d’un membre du
complexe MKS ou NPHP, a la fois chez C. elegans et |la souris (Yee et al., 2015; Li et al., 2016).
Les protéines CEP290 et RPGRIP1L jouent elles aussi un rdle crucial au moment de
I’assemblage de la TZ en permettant le recrutement des autres acteurs (Li et al., 2016;
Wiegering et al., 2021). De maniére cohérente, un variant dans I'un des genes codant pour
une protéine de la TZ conduit au développement de ciliopathies de gravité variable selon le
géne muté ou le type de variant, soulignant I'importance de ce compartiment pour la
ciliogenese et le fonctionnement du cil (Reiter et Leroux, 2017; Shi et al., 2017). Par
exemple, un défaut dans I'assemblage du module MKS est a l'origine du syndrome de

2).

Associées a la TZ, les fibres de transitions jouent un role clé dans la barriere de diffusion.
Elles permettent notamment le recrutement des membres de la TZ et I'ancrage des IFTs
pour I'assemblage des cargos protéiques (Deane et al., 2001; Schmidt et al., 2012; Wei et al.,
2013). Une matrice de protéines est présente entre les fibres de transitions. FBF1, la seule
protéine identifiée actuellement, est nécessaire pour I'enrichissement ciliaire de certaines

protéines (Yang et al., 2018).

Des mécanismes additionnels permettent le controle de la composition ciliaire. Tout
d’abord, un anneau de septines, une famille de GTPases pouvant s’assembler sous forme de
filaments et faisceaux, est présent a la base du cil et participe a la barriere de diffusion.
L'absence de SEPT2 inhibe la ciliogenése et empéche la localisation ciliaire de protéines
membranaires dans les cellules mIMCD3 (Hu et al., 2010). La localisation de SEPT2 et son
réle dans la barriere de diffusion semble cependant dépendre du type cellulaire. En effet,

bien que participant toujours a la ciliogenése, SEPT2 est localisée dans I'axoneme de
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certaines lignées cellulaires et aucun défaut de composition ciliaire n’a été rapporté en son
absence (Ghossoub et al.,, 2013; Wang et al., 2021). Les nucléoporines, classiquement
assemblées en un complexe contrélant I'entrée des protéines dans le noyau, sont aussi
suspectées de jouer un role dans la barriére de diffusion. Plusieurs nucléoporines sont
localisées au niveau de la TZ, ol elles interagissent avec des protéines NPHP. La
nucléoporine NUP98 limite la diffusion des protéines supérieures a 70 kDa dans le cil

(Endicott et Brueckner, 2018; Blasius et al., 2019).

Il. Mécanismes de |a ciliogenése

1) Mécanismes généraux

Plusieurs modeles de ciliogenése ont été décrits, initialement par Sorokin dans les
années 1960 (Figure 3 ; Sorokin, 1962, 1968). Les cellules non polarisées (ex : fibroblastes)
utilisent une initiation intracellulaire via la formation d’une vésicule qui s’ancre aux
appendices distaux du centriole pére. Elles possedent une poche ciliaire au niveau de la
membrane plasmique. Les cellules polarisées (ex : cellules tubulaires rénales) présentent une
initiation a la surface apicale, avec ou non la formation d’une vésicule ciliaire, et un ancrage
direct du centriole pére a la membrane plasmique (Wu et al., 2018). La majorité des
protéines requises pour la ciliogenése sont communes entre les différents modeéles
(Hoffman et Prekeris, 2022). L'initiation de la ciliogenése nécessite |I'ancrage des appendices
distaux aux membranes, plasmique ou vésiculaire. Ainsi, les protéines des appendices
distaux sont requises pour la formation du cil primaire, les principales étant C2CD3, CEP83,
CEP89, SCLT1, CEP164 et FBF1 (Graser et al., 2007; Sillibourne et al., 2013; Tanos et al., 2013;
Bowler et al., 2019). Une autre étape primordiale consiste en I'inactivation des protéines
CP110/CEP97, complexe associé a KIF24 inhibant la polymérisation des microtubules a
I’extrémité distale du centriole pere (Spektor et al., 2007; Kobayashi et al., 2011). De
nombreuses protéines sont impliquées dans cette étape clé. TTBK2 est recrutée au centriole
pére par CEP164. Elle phosphoryle et induit la dégradation de MMP9, une protéine recrutée
par KIF24 qui facilite I’ancrage de CP110/CEP97 (Goetz et al., 2012; Cajanek et Nigg, 2014;
Huang et al., 2018). En parallele, ENKD1 bloque l'interaction entre CP110 et CEP97 en se
fixant sur CP110, favorisant son retrait du centriole (Song et al., 2022). MARK4 participe
également a I"élimination de CP110 de I'extrémité distale (Kuhns et al., 2013). Bien que les

mécanismes exacts ne soient pas toujours connus, I'autophagie et le systeme ubiquitine-
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protéasome (SUP) semblent jouer un role important dans la dégradation de CP110 (Liu et al.,

2021; Shen et al., 2022).
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Figure 3 : Mécanisme général de la ciliogeneése.

Le centriole pére sert a la formation du cil primaire, par une voie intracellulaire (partie droite) ou
extracellulaire (partie gauche). Les protéines TTBK2, ENKD1 et MARK4 participent a I’élimination du
complexe CP110/CEP97 de I'extrémité distale du centriole pére. Les vésicules pré-ciliaires transportées
par la dynéine et la myosine-5a peuvent alors fusionner, grace a EDH1, EDH3 et TALPID3, pour former la
vésicule ciliaire. CEP290, HOOK2 et RAB34 permettent ensuite la maturation de cette vésicule. Le
complexe RAB11-RABIN8-RAB8A permet la formation de la membrane ciliaire au sein de I'enveloppe
ciliaire. L'enveloppe fusionne ensuite avec la membrane plasmique et forme la poche ciliaire. Une
vésiculaire ciliaire peut également se former dans la voie extracellulaire. Adapté de Benmerah, 2013 et de
Breslow et Holland, 2019.

Le transport des vésicules pré-ciliaires a I'extrémité distale se fait par I'action de la
dynéine cytoplasmique et de la myosine-5a (Wu et al., 2018). EDH1 et EDH3 permettent la
fusion des vésicules pré-ciliaires pour former la vésicule ciliaire (Lu et al., 2015). A noter
gu’EDH1 participe également aux étapes précédentes, puisqu’elle est requise pour
I’élimination de CP110 et pour le recrutement de CEP290 (Lu et al., 2015). La ciliogeneése est
un mécanisme complexe, et des études ont montré I'implication d’acteurs additionnels dans
ces étapes précoces, tels que TALPID3 pour la formation de la vésicule ciliaire, ou HOOK?2,
RAB34 et CEP290 pour la maturation de la vésicule ciliaire (Baron Gaillard et al., 2011;
Kobayashi et al., 2014; Bernabé-Rubio et Alonso, 2017; Breslow et Holland, 2019; Ganga et
al., 2021). Par la suite, on observe un enrichissement de protéines au niveau de la vésicule

ciliaire, dont ARL13B, Smoothened (Smo) et les composants de la cascade RAB11-RAB8a.
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L'interaction de CEP164, RAB11 et RABIN8 active RAB8a et permet la formation de la
membrane ciliaire et le trafic des protéines vers celle-ci (Knodler et al., 2010; Westlake et al.,
2011; Schmidt et al., 2012; Lu et al., 2015; Mukhopadhyay et al., 2017). La présence
d’ARL13B, de Smo et de RAB8a indique que la vésicule contient déja des cargos destinés au
compartiment ciliaire. Ce tri peut étre réalisé dans I'appareil de Golgi par IFT20, un membre
de I'lFT-B impliqué dans le trafic vésiculaire lors de la formation du cil et interagissant avec

CEP83 aux appendices distaux (Follit et al., 2006; Joo et al., 2013).

Il existe autour des centrioles de nombreuses protéines, regroupées sous le nom de
satellites centriolaires (SCs), qui participent a l'initiation de la ciliogeneése. PCM-1, la protéine
principale des SCs, permet leur assemblage et leur maintenance (Hori et Toda, 2017). PCM-
1, CEP290 et le BBSome participent au recrutement de RAB8a a la vésicule ciliaire (Nachury
et al., 2007; Kim et al., 2008b). OFD1 est une autre protéine des SCs qui empéche le
recrutement au cil de BBS4, un membre du BBSome. La dégradation par autophagie d’OFD1,
via I'action de la kinase PKA, est nécessaire pour l'initiation de la ciliogenese (Tang et al.,
2013; Senatore et al., 2021). De maniere intéressante, OFD1 est également présente a
I’extrémité distale du corps basal ou elle recrute IFT88, un membre de I'lIFT-B, et promeut la
ciliogenese (Ferrante et al., 2006; Singla et al., 2010). Enfin, les SCs séquestrent MIB1, une
protéine du SUP, et empéchent la dégradation de TALPID3 (Wang et al., 2016b).

La ciliogenése est un mécanisme complexe, médié par un nombre croissant d’acteurs. En
plus d’étre directement liée a la régulation du cycle cellulaire, elle est controlée par de
nombreuses voies clés comme la modulation du cytosquelette d’actine ou la voie de I’AMP

cyclique (AMPc).

2) Régulation de la ciliogenése

a) Le cycle cellulaire

Le cil primaire et le cycle cellulaire sont intrinsequement liés. En effet, le corps basal doit
étre libéré de la membrane plasmique afin de rejoindre I’appareil mitotique pour la division
cellulaire (Dingemans, 1969; Nigg et Stearns, 2011). Le cil s’assemble pendant la phase GO du
cycle cellulaire, et se désassemble progressivement au cours de la transition G1/S pour
disparaitre au début de la mitose dans la majorité des cas (Figure 4 ; Kobayashi et Dynlacht,
2011; Ford et al.,, 2018). Des acteurs du cycle cellulaire régulent la formation et le

désassemblage du cil.

30



REVUE DE LA LITTERATURE - Partie 1

CDK5 G0/G1

/] §/G2  (coKa/s =

Figure 4 : Ciliogenése et acteurs du cycle cellulaire.

Le cil est assemblé pendant la phase GO, et est désassemblé progressivement lors de la reprise du cycle
cellulaire. p27X*! promeut I'entrée en quiescence des cellules et le trafic vésiculaire lors de la ciliogenése.
Pendant les phases GO/G1, les microtubules axonémaux sont stabilisés par I'acétylation de la tubuline, et
CDKS5 participe a la maintenance du cil en inhibant NDE1. CDK4/CDK6 initient la reprise du cycle cellulaire
et donc la résorption du cil. Pendant les phases S/G2, les kinases Aurora A (AURKA) et PLK1 activent
HDACS. La perte de I'acétylation déstabilise les microtubules. AURKA peut étre activée par HEF1, Pitchfork
(PITCH), la calmoduline (CALM) et CEP55. PLK1 est activée par PCM-1 et CDK1. La déstabilisation des
microtubules est aussi médiée par I'inhibition de NEK1 par le complexe de promotion de I'anaphase (APC)
et I'activation de KIF2A par PLK1. Pendant la division cellulaire, AURKA et KIF24 inhibent I'élongation des
microtubules. Au moment de I'entrée des cellules en quiescence, la dégradation de la trichopléine
(TRICHO) et de CP110 délocalise AURKA et KIF24 de I'extrémité distale du centriole pour permettre
I’élongation des microtubules. Adapté de Malicki et Johnson, 2017.

Assemblage du cil. Les kinases dépendantes des cyclines (CDK) sont des régulateurs
majeurs du cycle cellulaire (tukasik et al., 2021). Cdk5 est exprimé dans les cellules
guiescentes. CDK5 phosphoryle NDE1, un régulateur négatif de la ciliogenese, et permet sa
dégradation par le SUP (Maskey et al, 2015). De maniere cohérente, I'inhibition
pharmacologique ou génétique de CDK5 diminue la longueur des cils en freinant
I’assemblage des microtubules par CRMP2 (Husson et al., 2016). CDK4/CDK6 sont quant a
elles impliquées dans la sortie de I'état de quiescence. Leur inhibition augmente la

ciliogenese en stabilisant les microtubules et en augmentant I'expression d’/ft20 (Lx et al.,
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2020). CDK1 phosphoryle PCM-1 pour permettre le recrutement de PLK1 aux centrioles
(Wang et al., 2013). PLK1 est une kinase du cycle cellulaire participant au désassemblage du
cil primaire (détaillé par la suite). p27¥P! est un inhibiteur des CDK. Il s’accumule en GO et
début de G1, et sa dégradation par le SUP est nécessaire a la reprise du cycle cellulaire (Sherr
et Roberts, 1999; Tsvetkov et al., 1999). Ainsi, p27XP! est associé a l'initiation de la
ciliogenése (Izawa et al., 2015). De plus, une étude récente montre que I’absence de p27Xi*?
empéche I'ancrage de la vésicule pré-ciliaire aux appendices distaux (Yukimoto et al., 2020).
Aurora A est une kinase du cycle cellulaire (Willems et al., 2018). Son activation permet
I'entrée des cellules en mitose et la formation du fuseau mitotique. Le maintien d’Aurora A
au niveau des centrioles par la trichopléine inhibe la ciliogenése dans les cellules en
prolifération (Inoko et al., 2012). Lors de la sortie du cycle cellulaire, la trichopléine est

dégradée par le SUP pour permettre I’extension de I'axonéme (Kasahara et al., 2014).

Désassemblage du cil. La tubuline axonémale est acétylée pour stabiliser I'axonéme.
L’activation de I’histone déactylase 6 (HDAC6) par Aurora A et PLK1 favorise le
désassemblage du cil en G1/S (Pugacheva et al., 2007; Kinzel et al., 2010; Plotnikova et al.,
2012; Wang et al., 2013; Zhang et al., 2021). PLK1 promeut également la dépolymérisation
des microtubules via I’activation de KIF2A (Miyamoto et al., 2015). Un autre acteur du cycle
cellulaire participant désassemblage du cil est le complexe de promotion de I'anaphase
(APC). L'APC est impliqué dans le SUP et le controle du début de I'anaphase, et induit la
dégradation de NEK1, une enzyme favorisant la stabilité des microtubules axonémaux (Wang
et al., 2014b). Le désassemblage du cil au moment de I’entrée dans le cycle cellulaire semble
se faire en deux temps : le désassemblage principal est essentiellement réalisé par HDAC6 et
KIF2A, et la diminution de la taille du cil est ensuite médiée par KIF24, qui dépolymérise les
microtubules comme KIF2A (Kobayashi et al., 2011; Kim et al., 2015c). Alors que la premiére
étape de résorption est nécessaire pour la progression du cycle cellulaire, la résorption

compléte ne I'est pas (Spalluto et al., 2013; Ford et al., 2018).

b) Le cytosquelette d’actine

L’actine est une protéine abondante, exprimée dans tous les types cellulaires. Elle forme
un réseau composé de microfilaments d’actine polymérisée (Perrin et Ervasti, 2010). Le
cytosquelette d’actine est étroitement lié au cil primaire. En effet, il permet la migration et
I'ancrage du corps basal a la membrane via les complexes d’adhésion focaux et sa

contraction asymétrique (Antoniades et al., 2014; Pitaval et al., 2017; Hoffman et Prekeris,
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2022). De plus, des filaments d’actine sont présents au niveau de l'axonéme et de

I’extrémité distale du cil primaire (Phua et al., 2017; Kiesel et al., 2020).

Plusieurs études soutiennent le role du cytosquelette d’actine dans la modulation de la
ciliogenese et de la longueur du cil. Des protéines favorisant la polymérisation de I’actine,
comme la cortactine ou le complexe ARP2/3, ont été identifiées comme régulateur négatif
de la ciliogenése (Bershteyn et al., 2010; Kim et al., 2010; Cao et al., 2012; Failler et al.,
2021). De plus, l'utilisation a faibles doses d’un agent dépolymérisant I'actine, la
cytochalasine D, augmente la longueur des cils (Kim et al., 2010; Sharma et al., 2011; Rangel
et al., 2019). De maniére étonnante, la stabilisation de I'actine avec la jasplakinolide peut
également augmenter la longueur des cils et la ciliogenése (Sharma et al., 2011; Nagai et
Mizuno, 2017). L’hypothése principale expliquant ce résultat contre-intuitif est que la
jasplakinolide semble désorganiser le cytosquelette d’actine, en créant des agrégats, plutot

gue de le stabiliser (Nagai et Mizuno, 2017).

Par la suite, CDC42, MIM et PKC stabilisent la longueur du cil primaire en maintenant la
polymérisation du cytosquelette d’actine a la base du cil (Drummond et al., 2018). Ce
minimum de polymérisation a la base du cil semble cohérent avec le réle de I'actine dans le
trafic des vésicules pré-ciliaires par la myosine-5a (Wu et al., 2018). En revanche, une trop
forte polymérisation de I'actine créée une barriere mécanique bloguant le mouvement des
vésicules du compartiment pré-ciliaire péri-centrosomal, source de protéines ciliaires pour la
maintenance du cil (Rao et al., 2014; Kim et al., 2015b; Rangel et al., 2019). Le cytosquelette

d’actine doit donc étre finement régulé pour permettre la maintenance du cil.

Enfin, la polymérisation de I'actine joue un réle clé lors du désassemblage du cil. En plus
de déstabiliser I’axonéme, HDAC6 active la cortactine (Ran et al., 2015). CDC42, activé par
TCTEX-1, agit sur I'actine et I’endocytose au niveau de la poche ciliaire pour permettre le
désassemblage (Saito et al., 2017). Des filaments d'actine sont présents a I'extrémité du cil
et leur polymérisation participe a la formation des vésicules extracellulaires ou ectosomes
(Nager et al., 2017). Ces vésicules contiennent des protéines ciliaires et participent a la
communication paracrine entre les cellules, a I'élimination de protéines et au désassemblage
du cil (Garcia et al., 2018). En effet, une étude montre que le désassemblage du cil n’est pas
dd qu’a un phénoméne de résorption, mais passe également par un mécanisme

de décapitation de I’extrémité du cil grace a la polymérisation de I’actine (Phua et al., 2017).
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RhoA est un activateur de ROCK1 et ROCK2, des acteurs clé du remodelage de I'actine
favorisant la formation de fibres de stress (Ridley et Hall, 1992). Les défauts ciliaires
observés dans les ciliopathies sont dans certains cas associés a des défauts du cytosquelette
d’actine et a une augmentation de I'activité de RhoA (Dawe et al., 2009; Valente et al., 2010;
Hernandez-Hernandez et al., 2013; Streets et al., 2020). De maniere intéressante, I'utilisation
d’inhibiteurs de RhoA ou ROCK2, ou de la cytochalasine D, permet d’augmenter le nombre
de cellules ciliées dans des modeéles cellulaires présentant un défaut de ciliogenese
(Barbelanne et al., 2013; Hernandez-Hernandez et al., 2013; Fan et al., 2020; Lake et al.,
2020). Des molécules ciblant cette voie ont été testées avec succés dans des modeéles murins

de ciliopathie rénale (Cai et al., 2018; Streets et al., 2020).

En étroite collaboration avec l'actine, les microtubules participent a I’homéostasie
ciliaire. Bien que le centrosome contréle I'organisation du cytosquelette de microtubules, il
est également un centre organisateur du cytosquelette d’actine et permet la formation de
branches d’actine grace au complexe ARP2/3 (Farina et al., 2016). Ces branchements
permettent le trafic des vésicules pré-ciliaires par la myosine-5a, mentionné précédemment
(Wu et al., 2018). Le cytosquelette de microtubules participe avec I'actine au
positionnement du corps basal pendant la ciliogenése (Pitaval et al., 2017). Ainsi, |'utilisation
du nocodazole, un agent dépolymérisant les microtubules, empéche la migration du corps
basal (Pitaval et al., 2017). La présence de tubuline soluble cytoplasmique est essentielle
pour pouvoir répondre a un stimulus d’élongation ciliaire ou de ciliogenése (Sharma et al.,
2011). Ainsi, I'effet positif de la cytochalasine D ou la jasplakinolide sur I’élongation des cils
est associé a une augmentation de la tubuline soluble, et est inhibé par la stabilisation des
microtubules. Dans ce contexte, le traitement au nocodazole augmente la ciliogenese et la
longueur des cils (Sharma et al., 2011). Bien que ce résultat soit contradictoire par rapport
aux travaux de Pitaval et al., il est cohérent avec d’autres résultats obtenus dans I'organisme
Tetrahymena pyriformis (Sharma et al., 2007). L’effet du nocodazole dépend des conditions
de culture et de la concentration utilisée. Des études supplémentaires permettront de

différencier le réle des microtubules dans la formation du cil.
Pour terminer, certaines protéines nucléaires en étroite interaction avec le

cytosquelette d’actine, notamment les nesprines et les lamines, sont essentielles pour la

ciliogenese (Dawe et al., 2009; Fan et al., 2020).

34



REVUE DE LA LITTERATURE - Partie 1

c) L’AMP cyclique (AMPc)

L'AMPc est un messager secondaire régulant de nombreux processus cellulaires et
biologiques via I'activation de la PKA, des EPAC et des canaux calciques (Sutherland et Rall,
1958; Beebe, 1994; de Rooij et al., 1998; Zaccolo et Pozzan, 2003; Newton et al., 2016). La
balance d’AMPc dans la cellule est controlée par les adénylates cyclases et les
phosphodiesterases, augmentant ou diminuant les niveaux d’AMPc respectivement. Ces
enzymes sont régulées par un grand nombre de voies de signalisation, dont les GPCRs

(Sassone-Corsi, 2012).

L'augmentation de I’AMPc a un effet direct ou indirect sur la ciliogenése. D’un c6té,
I’activation de la PKA est corrélée a une augmentation de la vitesse du trafic IFT et de la
longueur des cils (Besschetnova et al., 2010; Jin et al., 2014). De 'autre coté, ’AMPc régule
des voies de signalisation contrélant la ciliogenése, comme le cycle cellulaire ou la
modulation du cytosquelette d’actine. En effet, I'activation de la PKA augmente I'expression
de CDKN1B (p27%*1) via le facteur de transcription CREB, et favorise I’entrée des cellules en
G0/G1 (New et Wong, 2007). De plus, I'activation de la PKA ou d’EPAC1 inhibe RhoA ou les
ROCK (Zieba et al., 2011; Oishi et al., 2012; Gerarduzzi et al., 2014). Enfin, la PKA permet la
dégradation de protéines inhibitrices de la ciliogenése localisées aux SCs comme OFD1
(Senatore et al., 2021). Bien que la majorité de la littérature scientifique s’accorde sur le réle
positif de I’AMPc sur la ciliogenése, la PKA peut également favoriser le désassemblage du cil.
La phosphorylation de SEPT7 par la PKA perturbe la dynamique des filaments de septines
dans le cil primaire et la ciliogenése (Wang et al., 2021). De plus, la phosphorylation de
NEK10 par la PKA induit sa dégradation par le SUP et le désassemblage du cil (Porpora et al.,
2018).

Une diminution de la signalisation AMPc/PKA a été observée dans certains modeéles de
ciliopathies, avec une perte de la localisation ciliaire de I’adénylate cyclase Il (Halbritter et
al., 2013a; Bizet et al., 2015; Ryan et al., 2018; Molinari et al., 2019). De maniere
intéressante, l'augmentation des niveaux d’AMPc par la forkosline, un activateur des
adénylates cyclases, restaure la ciliogenése dans les fibroblastes de patients CEP290

(Molinari et al., 2019).
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d) Autres voies de régulation

Le systéme ubiquitine-protéasome (SUP) permet la dégradration par le protéasome des
protéines ubiquitinées. Il s’agit d’'un mécanisme important de régulation intracellulaire, et
qui est impliqué dans la ciliogenése. Comme décrit précédemment, le SUP dégrade de
nombreux acteurs inhibant la ciliogenése au moment de la formation du cil, comme CP110
(Shen et al., 2022) ou la trichopléine (Kasahara et al., 2014). Le SUP dégrade aussi des
acteurs favorisant la ciliogenése au moment de la reprise du cycle cellulaire comme p27¥iP?
(Tsvetkov et al., 1999). Différentes ubiquitines ligases E3 participent a la formation et la
résorption du cil, comme VHL, NEK1 et NDE1 (Xu et al., 2010; Wang et al., 2014b; Maskey et
al., 2015).

L’autophagie est un mécanisme qui permet de dégrader les protéines et les organelles.
Bien gu’initialement connue comme étant non-sélective, I'autophagie peut étre sélective et
s’apparente alors au SUP (Khaminets et al., 2016). La relation entre |'autophagie et la
ciliogenese est bidirectionnelle, I'un pouvant réguler I'autre et inversement (Pampliega et
Cuervo, 2016). L'augmentation de I|’autophagie semble promouvoir la ciliogenése via
plusieurs mécanismes comme la dégradation d’OFD1 des SCs ou de MYH9, un antagoniste
de MYH10, facilitant le remodelage de I'actine (Tang et al., 2013; Kim et al., 2015a; Liu et al.,
2018b; Yamamoto et al.,, 2021). La relation entre l'autophagie et la ciliogenése est
cependant complexe, puisqu’elle peut également inhiber la formation du cil (Pampliega et

Cuervo, 2016).

Une étude a montré l'effet bénéfique de divers stress sur la ciliogenése, comme
Iirradiation par les rayons UV ou le blocage de la transcription, et ce méme dans les cellules
en prolifération (Villumsen et al., 2013). Le stress énergétique peut lui aussi induire la
formation du cil. mTOR, composant les complexes mTORC1 et mTORC2, est une kinase
jouant un rdle central dans la transduction des signaux nutritifs et influe sur la croissance, le
métabolisme ou la prolifération (Saxton et Sabatini, 2017). L’effet de mTOR sur le cil est
complexe. D’un c6té, I'inhibition de mTORC1 diminue la taille des cils en réduisant la
synthése protéique, et de I'autre son inhibition induit un état de quiescence qui augmente la
ciliogenese (Takahashi et al., 2018). mTORC1 peut aussi influencer le cil primaire via

I'inhibition de I'autophagie (Neufeld, 2010).
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En plus de toutes les voies de régulation citées, un récent criblage utilisant des ARNi a
mis en évidence le réle des protéines de la matrice extracellulaire et des régulateurs de la
migration et de I'adhésion cellulaire dépendants des intégrines (Failler et al., 2021). Cette

découverte est cohérente avec le réle déja connu du cytosquelette d’actine.

Pour conclure, la régulation de la ciliogenése résulte de l'interaction complexe de
nombreuses voies de signalisation intrinsequement liées les unes aux autres, notamment le
cycle cellulaire, I'organisation du cytosquelette ou le métabolisme. Une fois le cil présent a la
surface de la cellule, il peut jouer son role de mécanosenseur, chémosenseur et réguler les

voies de signalisation intracellulaires.

I11. R6le du cil primaire

1) Mécanosenseur

La mécanotransduction consiste en la conversion d’un stimulus mécanique en une
signalisation intracellulaire. Le cil primaire est capable de sentir les mouvements fluidiques,

notamment du sang, de la bile et de I'urine (Nauli et al., 2003, 2008; Masyuk et al., 2006).

Le cil primaire est localisé au pdle apical des cellules épithéliales rénales, dans la lumiere
tubulaire, ou il est soumis au flux urinaire (Latta et al., 1961; Bulger et al., 1974; Schwartz et
al., 1997). Le flux augmente la concentration intracellulaire de Ca?* de maniére dépendante
du cil primaire grace aux polycystine-1 (PC1) et polycystine-2 (PC2 ; Praetorius et Spring,
2001, 2003; Nauli et al., 2003; Liu et al., 2005). Ces protéines s’associent au niveau du cil
pour former un complexe récepteur-canal calcique (Salehi-Najafabadi et al., 2017). Des
variants dans les génes codant ces protéines, PKD1 et PKD2 respectivement, sont a I'origine
de la polykystose rénale autosomique dominante (ADPKD), une ciliopathie rénale (The
International Polycystic Kidney Disease Consortium, 1995; Mochizuki et al., 1996).
L’augmentation du Ca?* médiée par PC1 et PC2 semble avoir lieu dans le cytoplasme plutot
gue dans le cil primaire directement (Delling et al., 2016). La réponse au flux du cil primaire
controle la taille cellulaire, via la voie mTOR et I’autophagie (Boehlke et al., 2010; Orhon et
al., 2016; Zemirli et al., 2019) et le métabolisme énergétique (Miceli et al., 2020). Enfin, le cil
primaire semble étre le médiateur du « feedback » tubulo-glomérulaire au niveau de la
macula densa (Sipos et al., 2010; Wang et al., 2015). Cette boucle de rétro-contréle permet

au rein d’ajuster la filtration glomérulaire et la réabsorption du sodium (détaillé dans la
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voies de signalisation sensibles au flux dans le rein, et n’impacte notamment pas le transport
d’ions pour la balance en électrolytes, le relargage de I'ATP ou le remodelage du

cytosquelette (Mohammed et al., 2018; Verschuren et al., 2020).

Le cil primaire est également présent a la surface de certaines cellules endothéliales du
systeme cardiovasculaire et leur permet de sentir le flux sanguin (Hierck et al., 2008; Nauli et
al., 2008). In vitro, PC1 y est localisé et permet la production de Ca?* en réponse au flux
(Nauli 2008). Dans le poisson-zébre, ’laugmentation du Ca?* en réponse au flux, grace au cil
primaire et a PC2, participe a lI'angiogenése embryonnaire (Goetz et al., 2014). Les
cholangiocytes sont les cellules des voies biliaires. Tout comme pour les cellules rénales et
endothéliales, la présence de PC1 et PC2 au cil primaire permet de moduler le Ca?* en

réponse au flux (Masyuk et al., 2006).

Le cil primaire est capable de sentir d’autres stress mécaniques que le flux. Les
ostéoblastes sont les cellules souches du tissu osseux. Les vibrations de faible magnitude a
haute fréquence stimulent la formation des os et sont utilisées comme traitement dans
I’ostéoporose (Rubin et al., 2001; Oliveira et al., 2016). Le cil primaire joue un role essentiel
dans la mécanotransduction de ces vibrations. En effet, I’absence de cil inhibe la maturation,
la différentiation et la minéralisation des ostéoblastes (Li et al., 2020, 2021b). Les
chondrocytes sont les cellules du cartillage. On observe une augmentation de I’ATP et du
Ca?* aprés compression des chondrocytes. Bien que le cil primaire ne soit pas essentiel pour
la production de I’ATP, il est essentiel pour la production de Ca?* et la mécanotransduction
du signal (Wann et al., 2012). De plus, le cil primaire joue un réle dans la différentiation des
chondrocytes, I'autophagie et I'inflammation en réponse a un stress mécanique (Deren et

al., 2016; Fu et al., 2019; Xiang et al., 2019).

2) Chémosenseur

En plus de ses propriétés de mécanosensation, le cil primaire est sensible aux molécules
de son environnement. Cette sensibilité est permise par I’enrichissement spécifique au cil de
nombreux récepteurs, et notamment des récepteurs a activité tyrosine kinase (Christensen
et al., 2012), des canaux ioniques (Jones et Nauli, 2012), des récepteurs Notch (Ezratty et al.,
2011), des récepteurs de la matrice extracellulaire comme les intégrines (Seeger-Nukpezah

et Golemis, 2012) et des GPCRs (Schou et al., 2015).
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a) Récepteurs couplés aux protéines G (GPCRs)

Les GPCRs constituent une large et diverse famille de récepteurs a sept domaines
transmembranaires qui induisent différentes voies de signalisation. lls peuvent étre activés
par les lipides, les photons, les molécules odorantes, les ions, les nucléotides, les hormones,
les neurotransmetteurs et autres ligands (Marinissen et Gutkind, 2001). La fixation du ligand
sur son récepteur provoque I’échange du GDP en GTP au niveau de la sous-unité Ga, qui se
dissocie alors des sous-unités Gfy. Il existe seize sous-unités Gal, cing sous-unités G} et
treize sous-unités Gy (Wootten et al., 2018). Les quatre grandes familles de Ga (Gas, Ga,
Gaq et Gaiy/i3) régulent des effecteurs cellulaires clés (adénylates cyclases, phospholipase
C, etc) et générent des messagers secondaires (AMPc, Ca%*, GMPc, DAG, IP3) qui sont
détaillés dans la Figure 5. Bien que la signalisation des Ga soit souvent mise en avant, les
sous-unités Gfy sont aussi a [l'origine d’une signalisation intracellulaire passant
principalement par la phospholipase C, les adénylates cyclases et les canaux ioniques (Khan

et al.,, 2016).

Les B-arrestines font partie intégrante de la signalisation des GPCRs. Leur liaison aux
GPCRs les empéchent de se recoupler aux protéines G. De plus, elles permettent
I'internalisation des récepteurs activés au niveau de la membrane plasmique, ainsi que leur
trafic intracellulaire dans les endosomes (Peterson et Luttrell, 2017). Dans le cil primaire, la
[B-arrestine 2 s’associe au BBSome pour permettre la sortie des GPCRs activés (Pal et al.,
2016). Les voies de signalisation induites par les B-arrestines sont multiples et s’ajoutent a
celles des protéines G (Figure 5). Parmi les principales, on retrouve la signalisation Src,
impliqguée dans la prolifération cellulaire et le remodelage du cytosquelette, et la
signalisation MAPK (ERK1/2, JNK, p38) également impliquée dans la prolifération et la survie
des cellules (Mykytyn et Askwith, 2017; Peterson et Luttrell, 2017). On retrouve aussi
d’autres signalisations telles qu’Akt, FAK ou p53 (Peterson et Luttrell, 2017; Alexander et al.,
2020; Blondel-Tepaz et al., 2021).
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Figure 5 : Voies de signalisation des GPCRs.

Apreés fixation du ligand, les sous-unités Ga, G} et Gy se séparent et activent des voies de signalisation.
Les protéines de la famille Ga.q activent la phospholipase C (PLC), qui peut cliver le phosphatidylinositol
4,5-bisphosphate (PIP2) en diacylglycérol (DAG) et en inositol 1,4,5-trisphosphate (IP3). Ces messagers
secondaires activent respectivement la protéine kinase C (PKC) et les canaux calciques du réticulum
endoplasmique. Les protéines de la famille Gas activent les adénylates cyclases (AC), produisant de
I’AMPc a partir d’ATP. L’AMPc active ensuite les protéines EPAC-1 et -2 et/ou la protéine kinase A (PKA).
La PKA phosphoryle et active le facteur de transcription CREB. Les protéines de la famille Gai inhibent
cette signalisation. Enfin, les protéines de la famille Ga.12/13 activent les RhoGEF, des protéines activant les
GTPases de la famille Rho. Les sous-unités G3 et Gy peuvent activer la PLC, la PKA, une signalisation
PI3K/Akt et/ou des canaux ioniques. Apres activation, le GPCR est peut étre phosphorylé par les protéines
GRK, PKA ou PKC, permettant la fixation des B-arrestines (p arr) et I'internalisation du récepteur. Les -
arrestines peuvent initier de nombreuses voies de signalisation. Les sous-unités Go. et Gf3 sont rattachées
a la membrane plasmique (non représenté dans le schéma).

Plus d’une vingtaine de GPCRs différents ont été localisés au cil primaire (Anvarian et al.,
2019). La transduction de leurs voies de signalisation est possible grace a I’enrichissement en
effecteurs dans le cil. A titre d’exemple, les acteurs de la voie AMPc tels que les adénylates
cyclases ou la PKA sont présents dans le cil primaire ou a sa base (Mick et al., 2015; Hansen
et al., 2022). Plusieurs études récentes montrent que les cellules régulent et interprétent
différemment la production d’AMPc dans le cil primaire ou le cytoplasme (Sherpa et al.,

2019; Truong et al., 2021; Hansen et al., 2022). Notamment, la production ciliaire d’AMPc,
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mais pas cytoplasmique, permet d’inhiber la voie Hedgehog (Hh) ou d’induire la kystogenese

(Truong et al., 2021; Hansen et al., 2022).

b) Les voies de signalisation ciliaires

Le cil primaire a tout d’abord été connu comme un centre de transduction des messages
lumineux et olfactifs (Bloom, 1954; De Robertis, 1956). Le segment externe des
photorécepteurs est considéré comme un cil primaire spécialisé et est rattaché au segment
interne par une zone de transition spécialisée, ou cil connecteur (Bachmann-Gagescu et
Neuhauss, 2019). Il est enrichi en rhodopsine, un GPCR associé a une protéine Goi: (Gai)
aussi appelée transducine. Aprées détection des photons, la rhodopsine active les
phosphodiesterases GMPc. Suite a la dégradation du GMPc, I’hyperpolarisation de la cellule
aboutit a la transduction du signal lumineux par les synapses (Okada et al., 2001; Mykytyn et
Askwith, 2017). L'inactivation des récepteurs est réalisée par les arrestines visuelles, a
différencier des [B-arrestines mentionnées précédemment (Peterson et Luttrell, 2017). La
perception des odeurs est quant a elle médiée par la liaison de molécules odorantes sur les
récepteurs olfactifs, des GPCRs couplés a une protéine Goir (Gos) présents aux cils
sensoriels des neurones olfactifs (Kato et Touhara, 2009). La production d’AMPc dans le cil
augmente les niveaux de Ca?* et promeut la dépolarisation des neurones. Les [-arrestines

sont ensuite recrutées pour inactiver les récepteurs olfactifs (Mykytyn et Askwith, 2017).

L'une des voies de signalisation ciliaire les plus importantes est la voie Hh, dont la
cascade de signalisation dépend du cil primaire et des GPCRs Smo et GPR161 (Huangfu et al.,
2003; Bangs et Anderson, 2017). Cette voie est le parfait exemple des mécanismes mis en
place dans le cil primaire pour la signalisation des GPCRs. La voie Hh est impliquée dans
I’'homéostasie tissulaire et le développement embryonnaire, notamment pendant la
formation du squelette, des membres et du systéeme nerveux central (Briscoe et Thérond,
2013). En I'absence du ligand Hh, les protéines Patched et GPR161 sont localisées a la
membrane ciliaire. Comme pour les autres GPCRs, GPR161 est importée dans le cil par I'IFT-
A et son adaptateur TULP3 (Mukhopadhyay et al., 2013). GPR161 est couplée a une Gas qui
augmente I’AMPc intra-ciliaire et active la PKA a la base du cil pour réprimer les facteurs de
transcription GLI (Tuson et al., 2011; Mukhopadhyay et al., 2013). Aprés liaison de Hh a
Patched, Smo et GPR175 entrent dans le cil tandis que GPR161 en sort grace a la B-arrestine
2 (Pal et al. 2016). Leur activité Gai inhibe la PKA (Singh et al., 2015) et léve la répression des

facteurs GLI. D’autres voies de signalisation sont associées au cil primaire (Anvarian et al.
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2019). On peut citer les voies Wnt (Gerdes et al., 2007), Notch (Ezratty et al. 2011), PDGFRa
(Schneider et al., 2005) et TGFB (Clement et al., 2013).

Le cil primaire est une plateforme de signalisation complexe, percevant autant les
messages mécaniques que chimiques de son environnement. Les défauts structurels ou

fonctionnels des cils sont a I'origine des ciliopathies.

IV. Les ciliopathies

Plus d’une trentaine de ciliopathies ont été rapportées, avec presque 200 génes causaux
identifiés (Reiter et Leroux, 2017). De par la présence quasi-ubiquitaire des cils, le nombre
d’organes et de tissus pouvant étre affectés est élevé, et dépend du gene muté et du type de
variant (Figure 6). Les ciliopathies peuvent se présenter sous une forme isolée ou
syndromique. Une atteinte du cil primaire ou des cils motiles conduit a un large spectre de

manifestations cliniques parfois chevauchantes.

La ciliopathie motile la plus répandue est la dyskinésie ciliaire primitive. L’évacuation du
mucus ne peut se faire normalement en raison des défauts des cils motiles de I'épithélium
respiratoire, et résulte en de fréquentes infections respiratoires (sinusite, bronchite,
pneumonie, etc ; Wallmeier et al., 2020). L’association de la dyskinésie ciliaire primitive et de
I’hétérotaxie forme le syndrome de Kartagener. L’hétérotaxie correspond un défaut de
placement des organes. Le situs inversus en est une version extréme, avec une inversion
totale du placement des organes, en miroir par rapport a leur disposition normale dans le

corps humain.

Les ciliopathies du cil primaire touchent un plus grand nombre d’organes. Les
manifestations rénales font parties des plus fréquentes. L'intérét pour le cil primaire a
d’ailleurs émergé au début des années 2000, quand une étude a fait le lien entre le
dysfonctionnement du cil et le développement des maladies génétiques rénales
polykystiques (PKD ; Pazour et al., 2000). Par la suite, d’autres études chez la souris ont
confirmé le réle essentiel du cil primaire dans le développement rénal. Les souris Kif3a,
présentant une ablation du cil spécifiquement dans le rein, développent une PKD a partir de
cing jours, et une insuffisance rénale terminale (IRT) a vingt et un jours (Lin et al., 2003). En
revanche, I'ablation du cil dans le rein des souris a I’'age adulte ne conduit pas en un

phénotype aussi drastique. Les souris Kif3a ou Ift88 développent une PKD tardivement,
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environ un an apres l'inactivation de ces génes a un ou deux mois aprés la naissance

(Davenport et al., 2007; Hu et al., 2022).

Les ciliopathies rénales regroupent la néphronophtise (NPH) et les PKD, dysplasiques ou

non. La NPH ainsi que les formes syndromiques qui lui sont associées sont détaillées dans la

partie 2.
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Figure 6 : Manifestations cliniques principales des ciliopathies.

Des défauts des cils motiles (jaune) peuvent impacter le systéeme reproducteur (stérilité chez ’homme et
la femme), I'appareil respiratoire (sinusite, bronchite, pneumonie) et le cerveau (hydrocéphalie). Des
défauts du cil primaire (bleu) peuvent impacter la vision (dystrophie rétinienne), I'odorat (anosmie), I'ouie
(surdité), le métabolisme (obésité), le squelette (polydactylie, malformations de la cage thoracique et du
visage, etc), le cerveau (ataxie, épilepsie, handicap mental, malformations cérébrales), le foie (fibrose
hépatique) et le rein (maladie rénale kystique et néphronophtise). Enfin, des défauts de latéralité des
organes (hétérotaxie/situs inversus) et des maladies cardiaques congénitales (souvent did a une
hétérotaxie) peuvent étre observés avec des défauts des cils motiles et primaires (rose). Adapté de Reiter
et Leroux, 2017.

—

Concernant les PKD, il existe une forme autosomique dominante (ADPKD) se
développant chez I'adulte, et une forme plus rare autosomique récessive (ARPKD) se
manifestant de maniére plus ou moins précoce dans I’enfance (Bergmann et al., 2018).
Comme mentionné précédemment, ’ADPKD est causée par des variants dans les génes
codant pour PC1 et PC2. Les principaux médiateurs de la formation des kystes dans I’ADPKD

sont la diminution de la production de Ca?*, ’laugmentation des niveaux d’AMPc et la sur-
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activation de la voie RAS-RAF-ERK. Il en résulte une augmentation de la prolifération
cellulaire et de la sécrétion des fluides, ainsi qu’une altération de la polarité des cellules
tubulaires (Sweeney et Avner, 2014; Bergmann et al., 2018). L’ablation du cil dans des
modeles murins de PKD empéche la formation des kystes, soulignant le réle des polycystines
dans la répression d’une voie ciliaire pro-kystogénique (Ma et al., 2013). L’ARPKD est causée
par des variants dans le gene PKDH1 codant pour la fibrocystine (Onuchic et al., 2002). Bien
gue peu d’éléments soient connus sur la fonction de cette protéine ciliaire, les voies de
signalisation menant a la formation des kystes semblent étre comparables a celles de
I’ADPKD (Sweeney et Avner, 2014). Pour terminer, la dysplasie rénale kystique, bien moins
étudiée que I’ADPKD ou I’ARPKD, se caractérise par une anomalie de développement du rein

comme dans le MKS, avec des reins kystiques élargis chez le feetus (Arts et Knoers, 2013).
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PARTIE 2 : LA NEPHRONOPHTISE (NPH)

I. Le rein

Le rein est un organe vital, responsable de la filtration du sang, I’élimination des déchets
métaboliques et 'homéostasie de I'organisme (régulation de la pression sanguine, balance
du pH et des électrolytes) a travers le néphron, I'unité fonctionnelle du rein (Schnell et al.,
2022). Un rein humain adulte est composé d’en moyenne un million de néphrons (Bertram

et al.,, 2011).

Artériole efférente

Glomérule Artériole afférente

Capsule de Bowman

Cortex

Tubule distal
contourné

Tube proximal

Pelvis 1= 8\ Néphron
Canal
collecteur\
Ureté Anse de henlé ~
retére
Partie descendante ; Partie
ascendante

Meédullaire

Figure 7 : Structure du rein et du néphron.

Le rein est composé du cortex et de la médullaire rénale, entourés par une capsule fibreuse. Le corpuscule
rénal est composé du glomérule (p6le vasculaire) et de la capsule de Bowman (p6le urinaire). Le néphron
est composé du tubule proximal, de I'anse de Henlé, du tubule distal et du canal collecteur. Hormis
I'artériole afférente et efférente, le réseau vasculaire n’est pas représenté. Adapté de Lindgren et al.,
2018.

Le néphron est composé du corpuscule rénal, qui filtre le sang, et du tubule rénal, en
charge de la réabsorption de I'eau et des molécules. Le corpuscule rénal est composé du
glomérule et de la capsule de Bowman (Figure 7). Les podocytes sont des cellules présentes
dans la capsule de Bowman possédant des prolongements cytoplasmiques, appelés
« pieds », qui entourent les capillaires. lls participent a la barriere de filtration glomérulaire,
empéchant le passage de la plupart des protéines dans I'urine primaire (Neal, 2015). L'urine

primaire traverse le tubule proximal (réabsorption de I'eau, du sodium, des protéines de
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faible poids moléculaire, du glucose et de divers ions), I'anse de Henlé (réabsorption de I'eau
dans la partie descendante (DTL) et du sodium et de divers ions dans la partie ascendante
(TAL) ; établissement d’un gradient osmotique), le tubule distal composé du tubule
contourné et du tubule connecteur (DCT et CNT, balance finale du sodium et du chlorure,
régulation de H* et HCO3" assurant |'équilibre du pH), et s'écoule enfin dans les canaux
collecteurs (CD, réabsorption de I'eau ; concentration de l'urine) jusque dans la vessie
(Figure 7 ; Knepper et Burg, 1983; Verschuren et al., 2020). Le rein est un organe hautement
vascularisé (Apelt et al., 2021). Le sang arrive dans le rein par |'artére rénale qui se divise
ensuite en artérioles pour former le réseau de capillaires glomérulaires. Le sang filtré quitte
le glomérule par I'artériole efférente et rejoint un réseau dense de capillaires. Au niveau de
la médullaire rénale, ce réseau s’appelle la vasa recta. La macula densa est un groupe de
cellules tubulaires spécialisées du DCT en contact avec I'artériole afférente et les cellules
juxtaglomérulaires. Les cellules de la macula densa permettent d’ajuster le débit de filtration
glomérulaire et la réabsorption du sodium via le systeme rénine-angiotensine. Ce

mécanisme s’appelle le feedback tubulo-glomérulaire (Ito et al., 1992; Castrop, 2007). Les

I1. Aspects clinigues de la NPH

1) Généralités

La NPH a été décrite pour la premiére fois en 1945, mais le terme « Néphronophtise
juvénile » n’est apparu qu’en 1951 (Smith et Graham, 1945; Fanconi et al., 1951). Le nom

« Néphronophtise » provient du grec et signifie « désintégration des néphrons ».

La NPH est une néphropathie tubulo-interstitielle autosomique récessive. Cette
pathologie est I'une des principales causes d’'IRT chez I’enfant. La NPH juvénile (NPHj) est la
forme principale et est associée a un age médian d’apparition de I'IRT de treize ans
(Hildebrandt et al., 1997b; Stokman et al., 2018; Konig et al., 2022; Tang et al., 2022). Deux
formes supplémentaires existent : la NPH infantile (NPHi) et la NPH adolescente/adulte
(NPHa). La NPHi fut décrite pour la premiére fois en 1989 et se distingue de la NPHj par des
reins de taille élargie avec la présence de kystes rénaux corticaux et une IRT avant I'dge de
cing ans (Gagnadoux et al., 1989; Konig et al., 2022). Les premiers cas de NPHa ont été
reportés dans les années 2000, avec des lésions histologiques similaires a la NPHj et un age

médian d’IRT de dix-neuf ans (Georges et al., 2000; Omran et al., 2000; Snoek et al., 2018).
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2) Symptomes cliniques et aspect histologique

Les patients NPH présentent un défaut de concentration des urines résultant en une
polyurie (augmentation du volume urinaire), une polydipsie (soif excessive) et dans certains
cas une énurésie (émission d’urine involontaire et inconsciente, généralement la nuit chez
I’enfant). Ces symptémes sont parfois associés a une anémie et un retard de croissance (Ala-
Mello et al.,, 1999). Une protéinurie et une augmentation de la créatinine plasmatique
peuvent étre observés chez certains patients (Larsen et al., 2018; Abo El Fotoh et Al-Fiky,

2020; Konig et al., 2022; Tang et al., 2022).

Figure 8 : Lésions histologiques de la NPH.

(A, B) PAS d’un rein controle (A) et d’un patient porteur d’un variant dans le géne NPHP4 (B). On observe
des tubules dilatés (étoile rouge) et atrophiés (fleche rouge), un épaississement de la lame basale (fleche
bleue) et des infiltrats de cellules immunitaires (fleche jaune). (C, D) Coloration au trichrome de Masson
d’un rein controle (C) et d’un patient porteur d’un variant dans le géne NPHP4 (D). On observe de la
fibrose tubulo-interstitielle (coloration verte/bleue). Echelle = 250um.
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Les reins sont atrophiques ou de taille normale, a la différence des maladies rénales
kystiques et de la NPHi. Une échographie rénale montre généralement une augmentation de
I’échogénicité avec perte de la différenciation cortico-médullaire et la présence de petits
kystes a la jonction cortico-médullaire aux stades les plus tardifs (Blowey et al., 1996; Tang et

al., 2022).

D’un point de vue histologique, on observe une atrophie et une dilatation tubulaire
associées a une désorganisation des membranes basales (épaississement, amincissement,
duplication) et une fibrose interstitielle massive (Figure 8). La présence de kystes a la
jonction cortico-médullaire est variable (Zollinger et al., 1980; Wolf et Hildebrandt, 2011;
Fujimaru et al., 2021). Une récente étude a mis en avant d’autres signes histologiques plus
caractéristiques de la NPH, notamment des agrégats interstitiels de la protéine Tamm-
Horsfall, des changements morphologiques des cellules tubulaires, qui deviennent alors
semblables a celles de la macula densa (petites cellules avec un gros noyaux
hyperchromatique), ou de la fibrose péri-glomérulaire (Larsen et al., 2018). La composante
inflammatoire de la NPH a été démontrée récemment par le laboratoire, avec une
infiltration de cellules immunitaires dans le rein (Figure 8 ; Quatredeniers et al., 2021). On
observe également une augmentation de I'apoptose des cellules tubulaires (Wodarczyk et

al., 2010).

Les manifestations cliniques, biologiques et histologiques décrites sont classiquement
observées dans les maladies rénales chroniques, rendant le diagnostic de la NPH difficile. Un
séquencage d’exome réalisé sur une cohorte de patients présentant une hyper-échogénicité
rénale a permis de diagnostiquer une NPH a 45% d’entre eux (Braun et al., 2016). Une étude
de 2018, réalisée sur une large cohorte d’adultes avec une maladie rénale chronique,
montre que 0.5% des patients ont une délétion homozygote de NPHP1. Seulement 12% de
ces patients avaient été correctement diagnostiqués au préalable (Snoek et al., 2018). Le
test génétique aide donc au diagnostic de la NPH. Au vu du nombre grandissant de génes
causaux ou potentiellement causaux, le séquencage d’exome total a remplacé les panels de

génes de séquencage (Halbritter et al., 2012, 2013b).

3) Génétique de la NPH

La NPH est une maladie monogénique récessive présentant une large hétérogénéité

génétique. L'identification des premiers génes a été réalisée par clonage positionnel et
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analyse de liaison suivie de séquencage Sanger (Saunier et al., 1997; Haider et al., 1998;
Omran et al., 2000; Mollet et al., 2002; Otto et al., 2005, 2008, 2009; Sayer et al., 2006;
Attanasio et al.,, 2007; Delous et al.,, 2007). Par la suite, les nouvelles stratégies de
séquencage d’exons ciblés ou d’exome total et les analyses protéomiques (partenaires NPHP
et protéome ciliaire) ont permis d’augmenter le nombre de génes candidats (Otto et al.,
2010; Bredrup et al., 2011; Davis et al., 2011; Chaki et al., 2012; Perrault et al., 2012;
Halbritter et al., 2013a; Hoff et al., 2013; Failler et al., 2014; Bizet et al., 2015; Schueler et al.,
2015; Macia et al., 2017; Choi et al.,, 2019). Au total, vingt-trois génes NPHP ont été
officiellement identifiés. La majorité d’entre eux codent pour des protéines localisées au cil
primaire ou au corps basal (Figure 9, Annexe 1). lls forment ou participent au
fonctionnement de différents sous-domaines et machineries ciliaires : le compartiment
inversine (INVS/NPHP2, NPHP3, NEK8/NPHPY, ANSK6/NPHP16), la zone de transition
(NPHP1, NPHP4, 1QCB1/NPHP5, CEP290/NPHP6, RPGRIP1L/NPHP8, TMEM67/NPHP11), le
corps basal et les centrosomes (SDCCAG8/NPHP10, CEP164/NPHP14, CEP83/NPHP18), le
complexe IFT-A (TTC21B/IFT139/NPHP12, WDR19/IFT144/NPHP13, IFT140) et le complexe
IFT-B (IFT172/NPHP17, TRAF3IP1/IFT54). A noter qu’IFT54 et IFT140 sont les seuls génes a ne
pas posséder d’alias NPHP car ils ont été identifiés dans des formes syndromiques. Certaines
protéines NPHP localisées au niveau de I'axonéme sont impliquées dans la signalisation
ciliaire, comme GLIS2/NPHP7 dans la voie Hh (Attanasio et al., 2007) ou DCDC2/NPHP19
dans la voie Wnt (Schueler et al., 2015).

La protéine ADAMTS9/NPHP21 est une métalloprotéase, localisée a proximité du corps
basal et impliquée dans le trafic des vésicules vers le cil primaire pendant la ciliogenése
(Nandadasa et al.,, 2019). Pour terminer, les protéines ZNF423/NPHP14 et
MAPKBP1/NPHP20 n’ont pas de localisation ciliaire démontrée. A noter que MAPKBP1 est
observée aux centrioles pendant la mitose, mais pas dans les cellules quiescentes (Macia et
al., 2017). Ces protéines sont impliquées respectivement dans la transcription de génes
ciliaires et la signalisation Hh (Hong et Hamilton, 2016), et dans plusieurs voies de
signalisation dont la voie JNK (Koyano et al., 1999). Ces deux protéines, ainsi que d’autres
comme CEP290/NPHP6, RPGRIP1L/NPHP8 ou SDCCAG8/NPHP10, sont impliquées dans la
réponse aux dommages a I’ADN (Chaki et al., 2012; Choi et al., 2013; Airik et al., 2014; Slaats
et al., 2015; Macia et al., 2017), soulignant I'importance de cette voie de signalisation, et le

contréle du cycle cellulaire qui en résulte, dans la NPH.
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Figure 9 : Localisation des protéines NPHP dans les différents compartiments ciliaires.
Les protéines NPHP officielles sont indiquées en rose. Aucune localisation ciliaire n’a été montrée pour

ZNF423 et MAKBP1. Adapté de Stokman et al., 2021.

Des variations bi-alléliques dans ces vingt-trois genes ont été identifiées dans 25% a 50%

des cas de NPH en fonction des cohortes (Otto et al., 2011; Halbritter et al., 2013b; cohorte

Necker). L'autre partie des patients ne possede pas de diagnostic génétique. NPHP1 est le

géne le plus fréquemment muté, chez environ 50% des patients diagnostiqués (Figure 10).

Des variations pathogénes dans d’autres genes de ciliopathies, ne faisant pas partie de la

liste officielle des genes NPHP, sont associées au développement de maladies rénales de

type néphropathie tubulo-interstitielle plus ou moins kystique, similaires a la NPH. On peut

notamment citer AH/1 (Utsch et al., 2006) ou XPNEP3 (O’Toole et al., 2010).
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Figure 10 : Proportion des génes mutés dans la NPH.
Figure réalisée a partir des données de 601 patients de la cohorte de I’hopital Necker a Paris (manuscrit
en préparation).

4) Atteintes extra-rénales associées a la NPH

En accord avec le role connu du cil primaire, la NPH est associée a des symptomes extra-
rénaux dans 10 a 15% des cas, avec un risque variable selon le géne NPHP muté (Wolf,
2015). Une liste exhaustive des atteintes extra-rénales associées a la NPH est disponible

dans I’Annexe 2.

Rétinite pigmentaire (syndrome de Senior-Lgken). L’association de la NPH a une
dégénérescence rétinienne, également appelée rétinite pigmentaire, est appelée syndrome
de Senior-Lgken (Senior et al.,, 1961; Levy et Feingold, 2000). Les formes précoces de
dégénérescence rétinienne conduisent a une cécité rapide semblable a I’Amaurose
congénitale de Leber, tandis que les formes tardives résultent en une cécité nocturne et une
perte progressive de la vision. La rétinite pigmentaire est observée dans moins de 10% des
patients NPHP1 alors qu’elle est observée dans 100% des patients /QCB1/NPHP5 et
CEP290/NPHP6 (Braun et Hildebrandt, 2017).
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Apraxie oculomotrice. L’apraxie oculomotrice résulte en une incapacité pour les patients
a effectuer des mouvements oculaires horizontaux. Cette maladie peut dans de rares cas
étre associée a une NPH causée par des variants dans les genes NPHP1 et NPHP4 (Betz et al.,

2000; Hoefele et al., 2005). Elle est également associée au syndrome de Joubert (JBTS).

Ataxie cérébelleuse (JBTS). Le JBTS est une maladie neurologique autosomique
récessive, caractérisée par une hypoplasie du cervelet (« signe de la molaire » a I'IRM). Le
JBTS associe une ataxie cérébelleuse (manque de coordination des mouvements
musculaires), une apraxie oculomotrice, une hypotonie, un retard de croissance et une
respiration anormale (Parisi et al., 2007). Il peut également étre accompagné d’'une NPH,
d’'une dégénérescence rétinienne, d’une polydactylie ou d'une fibrose hépatique. Des
variants dans les génes NPHP1, CEP290/NPHP6, RPGRIP1L/NPHP8, TMEM67/NPHP11 et
AHI1 peuvent conduire a une NPH associée au JBTS (Parisi et al., 2004, 2006; Valente et al.,
2006; Delous et al., 2007; Otto et al., 2009).

Situs inversus. Ce défaut de latéralité des organes peut étre associé a une NPH dans le
cadre de variants dans les génes codant les protéines du compartiment inversine, a savoir
INVS/NPHP2, NPHP3, NEK8/NPHP9 et ANSK6/NPHP16 (Otto et al., 2003; Bergmann et al.,
2008; Frank et al., 2013; Hoff et al., 2013).

Fibrose hépatique. Les atteintes hépatiques associées a la NPH sont caractérisées par
une hépatomégalie, une fibrose et une prolifération des canalicules biliaires (Braun et
Hildebrandt, 2017). Les atteintes hépatiques peuvent étre observées dans plusieurs
syndromes, dont le JBTS et le MKS. Une atteinte hépatique est souvent associée a des
variants dans les genes NPHP3 (Olbrich et al., 2003; Halbritter et al., 2013a; Konig et al.,
2017) et TMEM67/NPHP11 (Otto et al., 2009; Chaki et al., 2011; Konig et al., 2017).

Atteinte squelettique. L’association d’une NPH et de défauts squelettiques est
principalement observée dans les syndromes de Jeune (cage thoracique dysplasique et
autres anomalies squelettiques, maladie rénale chronique), de Mainzer-Saldino (épiphyses
des phalanges en cbnes, dégénérescence rétinienne, maladie rénale chronique), et de
Sensenbrenner (anomalies squelettiques et ectodermiques nombreuses, maladie rénale
chronique, fibrose hépatique, dégénérescence rétinienne ; Handa et al., 2020). Les défauts

du squelette résultent de variants dans les genes codants pour les protéines IFTs,
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notamment TTC21B/IFT139/NPHP12, IFT140, WDR19/IFT144/NPHP13 et IFT172/NPHP17
(Bredrup et al., 2011; Perrault et al., 2012; Halbritter et al., 2013a).

Autres formes syndromiques. Les genes NPHP peuvent également étre responsables
d’autres ciliopathies syndromiques comportant une atteinte rénale, bien que celle-ci differe
de la NPH classique. Des variants dans les génes NPHP6/CEP290, SDCCAG8/NPHP10 et
IFT172/NPHP17 sont retrouvés dans des patients atteints du syndrome de Bardet-Biedl
(BBS ; Leitch et al., 2008; Schaefer et al., 2011, 2016). Les symptoémes classiques de ce
syndrome sont une dégénérescence rétinienne, une polydactylie et une obésité, pouvant
étre associés a une déficience mentale, une insuffisance rénale et de I'hypogonadisme (Priya
et al., 2016). Une partie des genes causaux du BBS codent pour des protéines du BBSome. Le
MKS est la forme la plus sévere de ciliopathie. Il méne a une mort embryonnaire ou
périnatale et résulte en des malformations du systéme nerveux central, une maladie rénale
polykystique dysplasique, une fibrose hépatique, des malformations squelettiques, etc.
(Parelkar et al.,, 2013). Des variants causaux dans les génes NPHP3, CEP290/NPHP6,
RPGRIP1L/NPHP8 et TMEM67/NPHP11 ont été identifiés dans des patients MKS (Smith et al.,
2006; Delous et al., 2007; Bergmann et al., 2008; Frank et al., 2008). Ce syndrome est

également causé par des variants dans les genes du module MKS de la TZ.

5) Corrélation génotype-phénotype

La NPH est donc une maladie rénale avec une large hétérogénéité génétique et
phénotypique. L'hétérogénéité phénotypique s’observe au niveau de la NPH elle-méme,
avec les différentes formes (NPHi, NPHj et NPHa) et ages d’IRT, et au niveau des atteintes

extra-rénales.

Comme détaillé dans la section précédente, certains genes sont préférentiellement
associés a une/des atteinte(s) extra-rénale(s). Les génes codants pour des composants des
IFTs sont souvent associés a des défauts squelettiques, tandis que le compartiment inversine
est associé a des défauts de latéralité. NPHP1 et NPHP4 sont préférentiellement associés a

des formes isolées de NPH (Konig et al., 2017).
La pénétrance du phénotype de NPH est variable en fonction des genes. Ainsi, des

variants dans le gene NPHP1 résulteront toujours en une NPH, tandis que des variants dans

CEP290/NPHP6 peuvent étre a la fois a I'origine d’'une Amaurose congénitale de Leber sans
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atteinte rénale, d’'un JBTS avec une NPHj, ou d’un MKS avec une maladie rénale polykystique
dysplasique (Coppieters et al., 2010). Certains génes comme NPHP4 ou GLIS2/NPHP7 sont
toujours a I'origine d’une NPHj, tandis que NPHP3 peut donner une NPHi, une NPHj ou une
NPHa (Olbrich et al., 2003; Tory et al., 2009; Stokman et al., 2021). Les variants dans les
genes des protéines du compartiment inversine sont préférentiellement associés a une NPHi

(Stokman et al., 2021).

Pour certains genes, la nature de la variation génétique est directement associée a I'age
d’IRT. Ainsi, les variants résultants en une protéine tronquée ou une perte de fonction sont
associés a une IRT plus précoce que les variants faux-sens pour les genes NPHP3, NPHP4 et
TMEMG67/NPHP11 (lannicelli et al., 2010; Konig et al., 2022). Pour Nphp3, cette corrélation
est aussi observée dans les modeles murins: les mutations faux-sens résultent en un
phénotype rénal kystique a progression lente (les souris pcy), tandis que les mutations
tronquantes sont a l'origine de formes séveres type MKS (Bergmann et al., 2008). En
revanche, une délétion homozygote du gene NPHP1 peut mener a une NPHj ou NPHa (Bollée
et al., 2006; Snoek et al., 2018), et a une NPH isolée ou une forme syndromique (Braun et
Hildebrandt, 2017). La corrélation génotype-phénotype en fonction du variant est donc
dépendante du géne. De maniére intéressante, des fratries (incluant ou non des jumeaux)
présentant une délétion homozygote de NPHP1 ont un age d’IRT différent, suggérant le réle
de facteurs génétiques plus qu’environnementaux dans la variabilité du phénotype (Hoefele

et al,, 2011; Oki et al., 2022).

Cette variabilité peut étre expliquée par la présence de génes modificateurs. Il s’agit de
variants additionnels interagissant génétiquement avec les variants casaux et modulant le
phénotype. Ainsi, un variant supplémentaire dans le géne AHI1 a été associé a des lésions
neurologiques plus sévéres dans les patients avec une délétion homozygote de NPHP1 (Tory
et al., 2007). Cette relation épistatique est aussi observée chez la souris, ol une mutation
dans AHI1 aggrave la dégénérescence rétinienne des souris Nphp19t (Louie et al., 2010). Des
variants additionnels dans NPHP1 contribuent a I'aggravation du phénotype du BBS, a la fois
dans un modeéle de poisson-zébre et chez les patients (Lindstrand et al., 2014). Certains
variants peuvent étre protecteurs, comme un variant hétérozygote de PKD1 trouvé chez un
patient porteur d’une délétion homozygote NPHP1 avec une IRT tardive (Watanabe et al.,
2019). Enfin, des études montrent la présence de plusieurs variants déléteres dans des
genes NPHP chez un méme patient, suggérant que la NPH n’est peut-étre pas toujours une

maladie monogénique (Hoefele et al., 2007; Penchev et al., 2017). Les variations
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phénotypiques peuvent aussi étre associées a des facteurs environnementaux. Par exemple,
les inhibiteurs de I'enzyme de conversion de I'angiotensine, utilisés dans le traitement de
I’hypertension artérielle, sont associés a un age plus jeune d’IRT dans des patients NPHP1

(Konig et al., 2022).

I1l. Les modéles d’étude de la NPH

1) Les modéles in vitro

De trés nombreux modeles d’études in vitro existent pour étudier les mécanismes
physiopathologiques de la NPH. Des cellules épithéliales rénales de lignées commerciales
peuvent étre invalidées pour les génes Nphp via I'utilisation de siRNA, de shRNA ou de la
technique de CRISPR-Cas9. Les lignées les plus couramment utilisées sont les cellules MDCK
et mIMCD3. L'invalidation de genes Nphp entraine de nombreux phénotypes, comme des
défauts de ciliogenése, de longueur des cils, de composition ciliaire, d’établissement des
jonctions cellulaires et de formation de structures 3D (Delous et al., 2009; Sang et al., 2011;
Ghosh et al., 2012; Bizet et al., 2015). Il est également possible de récupérer du matériel
cellulaire directement des patients, notamment des fibroblastes a partir d’une biopsie de
peau ou des cellules épithéliales rénales dans les urines (URECs). Ces derniéres sont
particulierement intéressantes : leur recueil est non invasif, permet de travailler sur des
cellules rénales et d’étudier I'impact fonctionnel de variants candidats (Ajzenberg et al.,

2015; Molinari et al., 2020; Ziegler et al., 2022).

Les organoides rénaux (OR) représentent un autre modele in vitro de plus en plus utilisé.
IIs sont établis a partir des cellules souches pluripotentes induites (iPSCs), provenant de
cellules somatiques comme les cellules sanguines ou les URECs. Aprés induction de la
différentiation, les iPSCs peuvent générer une structure rénale organisée s’apparentant au
rein foetal, avec des cellules glomérulaires et tubulaires proximales et distales (Takasato et
al., 2016; Yousef Yengej et al., 2020). Les limites principales a I'utilisation des OR sont leur
manque de reproductibilité et I'absence de maturation compléte (Nishinakamura, 2019;
Yousef Yengej et al., 2020). De nouveaux protocoles permettent cependant de vasculariser
les OR, en les soumettant au flux ou en les greffant sur des reins de souris (Homan et al.,
2019; Low et al., 2019; Ryan et al., 2021). Alors que les premiers protocoles ne permettaient
d’obtenir que des cellules tubulaires proximales et distales, il est maintenant possible de

générer des cellules du CD (Uchimura et al., 2020). L’utilisation des OR permet d’étudier le
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développement rénal et de modéliser des pathologies. Ainsi, une étude montre que le cil
primaire est requis pour la signalisation Hh et la différentiation des OR. Son absence diminue
drastiquement le nombre d’organoides, et ceux restants développent des kystes (Cruz et al.,
2022). Ce résultat est en accord avec le développement d’une PKD dans les souris Kif3a (Lin
et al., 2003). Un criblage CRISPR-Cas9 réalisé dans les OR a permis de mettre en évidence
des génes impliqués dans le développement du rein et les ciliopathies rénales (Ungricht et
al., 2022). De plus, les IPSCs n’exprimant pas PKD1, PKD2 ou PKHD1 générent des OR
kystiques spontanément ou apres stimulation de la voie AMPc, comme observé I’ADPKD et
I’ARPKD (Freedman et al., 2015; Cruz et al., 2017; Low et al., 2019; Kuraoka et al., 2020). Les
cellules tubulaires issues des OR IFT140, un membre de I'lFT-B, possedent des cils plus courts
et ont un défaut de polarité (Forbes et al., 2018). Enfin, les OR permettent de modéliser la
fibrose rénale. Une stimulation avec Il1B reproduit les changements mitochondriaux
observés dans les maladies rénales chroniques et augmente le dépbét de matrice
extracellulaire (Lemos et al., 2018). Sous réserve de présenter des phénotypes robustes, les
OR mutants pourront étre utilisés pour tester des molécules pharmacologiques dans un
systéme plus complexe que les cellules 2D. Parce qu’ils peuvent étre générés directement a
partir des cellules somatiques des patients, ils permettent d’envisager une médecine
personnalisée. Ces utilisations sont pour le moment limitées dans la NPH puisqu’aucun

modele d’OR avec un phénotype robuste n’a encore été publié.

2) Les modéles chez le poisson-zébre (ZF)

Le poisson-zébre (ZF) Danio rerio est un organisme modeéle utilisé dans de nombreux
domaines de recherche dont celui des ciliopathies (Pickart et Klee, 2014; Song et al., 2016).
Les études sont majoritairement réalisées sur les stades larvaires, entre 24 et 72h apres
fertilisation. L’utilisation de ce modele est simple, économique et rapide. La transparence
des larves permet de réaliser de I'imagerie in vivo. De plus, les études fonctionnelles et le
criblage de molécules thérapeutiques peuvent se faire facilement sur de larges cohortes
(Gehrig et al., 2018). L’injection de morpholinos (MO) dans les embryons permet d’étudier
I'impact de I'expression des génes sur les phénotypes ciliaires et rénaux. On observe dans la
dizaine de modeéles MO nphp la présence de kystes dans la partie proximale du pronéphros
(rein primitif), et une courbure de I'axe du corps (Elmonem et al., 2018). Ces phénotypes
sont typiques des ciliopathies et peuvent étre associés a d’autres défauts
développementaux. La présence de phénotypes facilement identifiables chez les larves est

un avantage certain pour la validation de genes candidats (Chaki et al., 2012; Halbritter et

56



REVUE DE LA LITTERATURE - Partie2

al., 2013a), pour vérifier la pathogénicité de certains variants en réinjectant I’ARNm du géne
WT ou muté dans les embryons traités aux MO (Bizet et al., 2015; Schueler et al., 2015), et
pour le criblage de molécules thérapeutiques (Cao et al., 2009). Les technologies TALEN et
CRISPR-Cas9 permettent de générer des modeles de ZF adulte. lls sont cependant peu
nombreux. Cela est majoritairement di a une absence de phénotype chez I’adulte ou a des
phénotypes larvaires trop dommageables pour le développement. L'unique modéle de NPH
chez le ZF adulte a été décrit récemment. Il s’agit des ZF tmem67/nphp11 qui présentent des
défauts ciliaires et des kystes rénaux au niveau des tubules du mésonéphros (Zhu et al.,

2021).

3) Les modéles murins

a) Modeéles murins orthologues

La souris Mus musculus est I'animal le plus utilisé pour modéliser les pathologies
humaines et tester des molécules thérapeutiques, notamment dans le cadre des ciliopathies
(Norris et Grimes, 2012; Rydell-Torménen et Johnson, 2019). Bien qu’il existe une grande
homologie génétique entre I'Homme et la souris, I'effet de certains variants déléteres
humains n’est pas toujours transposable dans le modéle murin. Les souris Nphp1 (liang et
al., 2008; Louie et al., 2010), Nphp4 (Won et al., 2011), Igcb1/Nphp5 (Ronquillo et al., 2016),
Mapkbp1/Nphp20 (Macia et al., 2017) et certains modeles Cep290/Nphp6 (Chang et al.,
2006) n‘ont pas de fonction rénale altérée et ne développent pas de lésions rénales ni de
fibrose. Tous ces modeles a I'exception des souris Mapkbp1/Nphp20 développent pourtant
une rétinopathie. Seules les souris Glis2/Nphp7 modélisent la NPHj, avec une polyurie, une
augmentation de la créatinine plasmatique, des reins plus petits associés a de la fibrose, de
I'inflammation, un épaississement des membranes basales et des dilatations tubulaires
(Attanasio et al., 2007; Kim et al., 2008c). GLIS2 est néanmoins rarement muté dans la NPH,
seules deux familles ont été identifiées a I’échelle mondiale (Attanasio et al., 2007; Halbritter

et al., 2013b).

Parallélement, les mutations dans les genes codant les protéines du compartiment
inversine modélisent correctement la NPHi. Ainsi, les souris Invs/Nphp2 (Phillips et al., 2004),
pcy/Nphp3 (Takahashi et al., 1991; Olbrich et al., 2003), jck/Nek8/Nphp9 (Atala et al., 1993;
Liu et al., 2002; Manning et al., 2013) et Anks6/Nphp16 (Bakey et al., 2015) développent des
reins kystiques, avec une vitesse de progression du phénotype variable. Ces modeles

présentent plus de ressemblances avec I’ADPKD que la NPHj. Tous les autres modéles murins
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de NPH disponibles développent un phénotype kystique : les souris Rrpgrip1l/Nphp8 (Delous
et al., 2007), Sdccag8/Nphp10 (Airik et al., 2014; Ren et al., 2022), Tmem67/Nphp11 (Cook et
al., 2009), Ttc21b/Nphpl2 (Tran et al., 2008, 2014) et Cep164/Nphpl15 (Airik et al., 2019).
Chez 'Homme, des variants dans ces genes peuvent causer une NPH infantile, juvénile ou

adulte, excepté pour CEP164 qui n’est retrouvé que dans les formes juvéniles.

Bien que trés utilisé, le modele murin peine donc a reproduire correctement les
caractéristiques de la NPHj. Le fond génétique des souris peut impacter la sévérité du
phénotype et notamment la fibrose (Ma et Fogo, 2003; Walkin et al., 2013; Ramsbottom et
al., 2015). Le type de mutation (perte de fonction, faux-sens) différe fréquemment entre les
patients et les modéles murins. Les modeles KO sont souvent privilégiés bien qu’ils ménent
parfois a une létalité embryonnaire non observée chez I’'Homme, excepté pour le MKS
(Stottmann et al., 2009; Berbari et al., 2011). Des modeles KO conditionnels ou spécifiques

du rein sont alors créés pour palier a ce probléme (Jacobs et al., 2016; Gupta et al., 2018).

b) Modeles murins non orthologues

Il existe cependant des modeles murins non orthologues mimant la NPHj. La délétion de
Lkb1 dans les cellules épithéliales rénales des souris résulte en un défaut de concentration
des urines et des reins plus petits, associés a de la fibrose, de l'inflammation, un
épaississement de la membrane basale des tubules et des kystes a la jonction cortico-
glomérulaire (Viau et al., 2018). LKB1 est une kinase ciliaire connue pour réguler la sécrétion
dépendante du cil de CCL2, une cytokine pro-inflammatoire augmentée dans les maladies
rénales chroniques (Viau et al., 2018). Les souris Lkb1 exhibent le méme panel de cytokines
pro-inflammatoires que les URECs NPHP1 (Quatredeniers et al., 2022). Bien que LKB1 ne soit
pas un géne causal dans la NPH chez 'Homme, cette protéine interagit avec plusieurs
protéines NPHP dont NPHP1 (Viau et al., 2018). De maniére similaire, un des modéles murins
Ahil développe un phénotype de NPHj (Lancaster et al., 2009). AHI1 n’est pas classifiée
comme une protéine NPHP mais elle interagit avec NPHP1 et est mutée dans le JBTS (Parisi
et al., 2007). Enfin, les modeles murins Prkarla, codant une sous-unité régulatrice de la PKA,
et Aatf, codant un régulateur de p53 durant la réponse aux dommages a I’ADN, développent
également un phénotype de NPHj (Ye et al., 2017; Jain et al., 2019). Ces résultats montrent
I'importance de la voie AMPc/PKA, qui ici conduit a un phénotype fibrotique et non kystique
comme dans ’ADPKD, et de la réponse aux dommages a ’ADN dans le maintien de I'intégrité

rénale. Bien que non orthologues, ces modeles permettent d’étudier les mécanismes
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pathophysiologiques de la NPHj et d’apporter une alternative pour la recherche de pistes

thérapeutiques.

4) Autres modéles mammiféres

Bien que les rongeurs soient les modeles mammiferes les plus fréquemment utilisés dans
le domaine de la recherche, des études chez le chat et le chien ont permis I'identification de
variants dans les genes NPHP. Une dégénérescence rétinienne est observée dans les chats
domestiques abyssins (Felis catus) Cep290/Nphp6 et les chats sauvages africains (Felis
nigripes) Igcb1/Nphp5 (Menotti-Raymond et al., 2007; Oh et al., 2017). De la méme maniére,
une dégénérescence rétinienne est associée a des variants dans les génes Nphp4 et
Igcb1/Nphp5 chez le chien (Canis lupus familiaris), dans les teckels a poil dur et les races de
type terrier respectivement (Wiik et al., 2008; Goldstein et al., 2013). Aucun de ces modeles
ne développe de Iésions rénales, illustrant une nouvelle fois la différence entre 'Homme et

les modeles animaux, et la complexité de modéliser la NPH;j.

IV. Les pistes thérapeutiques

Il n’existe actuellement pas de traitement curatif pour la NPH. Les traitements existants
visent a soigner les effets secondaires de la destruction progressive du rein, comme
I’anémie, I’hypertension artérielle ou les retards de croissance (Braun et Hildebrandt, 2017).
Une fois le stade d’IRT atteint, les seules solutions sont la dialyse et la transplantation rénale
(Hamiwka et al., 2008; Braun et Hildebrandt, 2017). Ainsi, des études ont eu pour objectif
d’identifier des molécules thérapeutiques pour la NPH et plus globalement les ciliopathies

rénales (Stokman et al., 2021).

La seule molécule utilisée en clinique dans le traitement des ciliopathies rénales est le
Tolvaptan. Il a été identifié dans les souris pcy modélisant la NPHi (Gattone et al., 2003). Le
Tolvaptan est un antagoniste spécifique du récepteur a l'arginine vasopressine (AVP),
aujourd’hui utilisé dans le traitement de I’ADPKD (Torres et al., 2012, 2017). Il n’est pas
prescrit dans le traitement de la NPHi a cause de la trop courte fenétre thérapeutique. Le
récepteur 2 a I’AVP (V2R) joue un réle clé dans I'adressage de I'aquaporine-2 (AQP2) a la
membrane apicale des cellules du CD, via la production d’AMPc, et promeut la réabsorption
de I'’eau (Juul et al., 2014). Le Tolvaptan ralentit le déclin de la fonction rénale en inhibant la

voie AMPc. Comme décrit précédemment, cette voie est suractivée dans 'ADPKD et est
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responsable de la kystogenése via I'augmentation de la prolifération cellulaire (Sussman et
al., 2020). Le Tolvaptan diminue également le grossissement des kystes via I'augmentation
d’excrétion d’eau (Torres et al.,, 2012). Cette molécule induit des effets secondaires
importants comme une polyurie, une polydipsie, une xérostomie (sécheresse buccale) et des

|ésions hépatiques (Torres et al., 2012; Gansevoort et al., 2016).

Concernant la NPHj, la recherche de molécules thérapeutiques est limitée par I’absence
de modeéle murin orthologue récapitulant correctement la forme juvénile. La plupart des
études sont réalisées dans des modeles d’ADPKD ou de NPHi. Ces modeéles ne présentent
pas un phénotype rénal fibrotique mais kystique (Stokman et al., 2021). Les études des
mécanismes pathophysiologiques de la NPHj permettent cependant I'émergence de

guelques pistes thérapeutiques.

La voie de réponse aux dommages a I’ADN est impactée dans plusieurs modéles de NPH
(Chaki et al., 2012; Choi et al., 2013; Airik et al., 2014; Slaats et al., 2015; Macia et al., 2017).
Notamment, une étude sur les cellules primaires rénales des souris Cep290 montre une
augmentation des cassures double brins, du stress réplicatif et de I'expression des CDKs in
vitro. De maniere intéressante, I'utilisation d’inhibiteurs des CDKs a permis d’améliorer ces
phénotypes et d’augmenter la ciliogenése (Slaats et al., 2015). De plus, I'administration de la
Roscovitine, un inhibiteur des CDKs, dans les modeles murins de NPHi jck/Nek8/Nphp9 et
Cep164/Nphp14 a permis d’inhiber la kystogenése via un arrét du cycle cellulaire et une
inhibition de I'apoptose (Bukanov et al., 2006; Airik et al., 2019). Enfin, une autre étude
montre que I'inhibition des CDKs restaure le phénotype ciliaire et la différentiation tubulaire
dans les souris jck/Nek8/Nphp9 (Husson et al., 2016). Cibler la réponse aux dommages a
I’ADN et le cycle cellulaire pourrait donc étre une option thérapeutique envisageable dans le
traitement de la NPHi et NPHj, méme si aucune étude n’a été réalisée in vivo dans un

modele de NPH;j.

Le réle de la sénescence a été récemment mis a jour dans la NPH grace au modéle murin
Glis2/Nphp7 (Jin et al., 2020). De maniére cohérente, I'expression de p21°P1, un régulateur
du cycle cellulaire exprimé dans les cellules sénescentes, est augmentée dans les souris
Nphp4 (Billot et al., 2018). Le traitement des souris Glis2/Nphp7 avec un agent sénolytique
permet de diminuer I'inflammation et la fibrose interstitielle tout en préservant la fonction
rénale (Jin et al.,, 2020). L'augmentation de la sénescence n’a cependant pas encore été

démontrée dans les biopsies de patients. Elle serait cohérente avec lI'inflammation et la

60



REVUE DE LA LITTERATURE - Partie2

fibrose observées. Les cellules sénescentes sécrétent en effet des molécules pro-
inflammatoires et pro-fibrotiques et participent a la progression des maladies rénales

chroniques (Acosta et al., 2013; Birch et Gil, 2020; Xu et al., 2020).

Tout comme dans les modeéles d’ADPKD, l'inhibition de "AMPc montre des effets
bénéfiques sur les kystes, in vitro et in vivo, dans des modéles de NPHi (Chen et al., 2011;
Ghosh et al., 2012). Cet effet est cohérent avec la suractivation de la voie de I’AMPc dans les
PKD. Elle est cependant diminuée dans un modele murin de fibrose rénale (Ding et al.,
2018). De maniére cohérente, les activateurs de la voie AMPc sont connus pour diminuer la
fibrose rénale (Schinner et al., 2015). Au vu du profil fibrotique des reins dans la NPH;j, il

pourrait donc étre intéressant de tester des activateurs de la voie AMPc.

Un récent criblage de molécules thérapeutiques a mis en avant la capacité de I'eupatiline
a restaurer la ciliogenése défectueuse des cellules RPE1 CEP290 (Kim et al., 2018).
L'eupatiline inhibe la liaison de NPHP5 a la calmoduline et le recrutement de NPHP5 a la TZ,
méme en |'absence de son partenaire CEP290. De maniére intéressante, I'eupatiline accroit
la sensibilité a la lumiere des souris Cep290 et le transport de I'opsine dans les

photorécepteurs (Kim et al., 2018). Cette molécule n'a cependant pas été testée sur le rein.

Des molécules ciblant de nombreuses autres voies de signalisation, comme les voies Hh,
Hippo, Wnt ou encore la dynamique du cytosquelette, ont été étudiées in vitro et dans des
modeles rongeurs de NPHi. Il pourrait étre intéressant de les tester dans des modeles de

NPHj (Stokman et al., 2021).

Il existe également des approches génétiques, en plus de celles pharmacologiques
évoquées précédemment. La thérapie génique consiste en I'apport de matériel génétique
(ARNm, ADN) pour traiter des maladies. Elle a été utilisée avec succés dans le contexte des
déficits immunitaires, du lymphome de Hodgkin, de la dégénérescence rétinienne et des
maladies neuromusculaires (Cavazzana-Calvo et al., 2000; Jain et al., 2018; Rodrigues et al.,
2018; Ali et al., 2021). La difficulté pour les différents vecteurs (lentivirus, adénovirus)
d'accéder aux cellules rénales est cependant un frein a l'utilisation de la thérapie génique
dans le rein (Davis et Park, 2019). Les oligonucléotides antisens (OAs) font partie des
thérapies émergentes dans le cadre des maladies monogéniques comme les ciliopathies
(Kim et Kim, 2019; Quemener et al., 2022). IIs sont utilisés pour inhiber I'expression d’un

gene, corriger un événement d’épissage ou retirer un exon délétére. Les OAs peuvent passer

61



REVUE DE LA LITTERATURE - Partie2

la barriere glomérulaire et étre délivrés aux cellules rénales (Gokirmak et al., 2021).
L'utilisation d’OAs a permis de restaurer I’expression de CEP290/NPHP6, la ciliogenése et la
composition ciliaire dans des cellules de patients. Les OAs ont également diminué la
kystogenése dans les reins des souris Cep290 (Ramsbottom et al., 2018; Molinari et al.,
2019). Ces résultats chez la souris sont prometteurs quant a son utilisation future pour le
rein. Les OAs pourraient étre utilisés pour d’autres variants, excepté les délétions
homozygotes de NPHP1, ou pour corriger des voies de signalisation dérégulées dans la NPH,
comme cela a été démontré dans les souris ADPKD (Saigusa et al., 2016). Les OAs ont déja
été testés chez 'Homme dans le cadre des ciliopathies rétiniennes. Ils améliorent la vision

des patients CEP290 présentant une Amaurose congénitale de Leber (Cideciyan et al., 2019).

Bien que des pistes émergent, la recherche de traitements pour la NPHj est encore un
sujet d’actualité et aucune molécule candidate n’a encore été envisagée pour des essais
cliniques. Cette recherche est pourtant d’'une importance significative puisque la NPH est la
premiére cause génétique d’IRT avant |'dge adulte. Elle nécessite cependant le
développement de nouveaux modeéles murins de NPHj. Actuellement, la NPH est
majoritairement diagnostiquée a un stade tres tardif de pré-IRT, rendant la fenétre
thérapeutique courte. La recherche de traitement doit donc se faire en parallele de la
recherche de biomarqueurs précoces et spécifiques de la maladie. De nouvelles pistes ont
émergées récemment, comme [|"étude des vésicules extracellulaires dans les urines

(Stokman et al., 2019).

V. NPHP1

Parmi lI'ensemble des génes impliqués dans la NPH, NPHP1, codant pour la
néphrocystine-1, est le géne le plus fréequemment muté. Il représente la moitié des patients

atteints de NPH.

1) Découverte du géne et événements mutationnels

NPHP1 a été le premier gene identifié parmi les vingt-trois génes NPHP aujourd’hui
connus. La région du chromosome 2q13 comportant NPHP1 a été premieérement décrite en
1993 (Antignac et al., 1993), avant que le géne ne soit identifié par clonage positionnel en
1997 (Hildebrandt et al., 1997a; Saunier et al., 1997). Une délétion homozygote du géne,

due a la présence de séquences répétées inversées de part et d’autre menant a des
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réarrangements complexes, est retrouvée dans la majorité des patients NPHP1 (Konrad et
al., 1996; Saunier et al., 2000). Ce type de délétion est spécifique du locus NPHP1 et n’est
pas retrouvé pour les autres genes NPHP. |l est a noter que des variants faux-sens et non-
sens de NPHP1 ont également été identifiés (Halbritter et al., 2013b; Schueler et al., 2016;
cohorte Necker). Comme détaillé précédemment, la délétion homozygote du géne NPHP1
illustre le manque de corrélation génotype-phénotype parfois observé dans la NPH. Ici, un
méme événement peut conduire a une NPHj ou NPHa (Bollée et al., 2006; Snoek et al.,

2018), et a une NPH isolée ou une forme syndromique (Braun et Hildebrandt 2017).

2) Expression de NPHP1

NPHP1 est exprimé dans la majorité des tissus et des types cellulaires, notamment les
cellules tubulaires rénales (Uhlén et al., 2015; Karlsson et al., 2021). Sur des coupes de rein
humain, NPHP1 est majoritairement observée dans les cellules du CD (Eley et al., 2008b).
Chez la souris, des études de RNA-seq sur des segments rénaux micro-disséqués, ou des
études de single cell RNA-seq, ont montré une expression moyenne de Nphpl dans tous les

segments du néphron (Ransick et al., 2019; Chen et al., 2021a).

3) Localisation et fonction ciliaire

NPHP1 a été localisée pour la premiére fois au cil primaire en 2003 (Otto et al., 2003).
Elle est localisée a la TZ, ou elle interagit avec directement avec NPHP4 et indirectement
avec RPGRIP1L qui est responsable leur recrutement, formant le module NPHP1-4-8 (Sang et
al., 2011; Li et al., 2016). Les cellules MDCK shNphp1 présentent un défaut de ciliogenese et
de la taille des cils (Delous et al., 2009), ce qui n’est en revanche pas le cas des cellules
mIMCD3 shNphpl (Sang et al.,, 2011). L'analyse des reins d’un patient NPHP1 montre
également une diminution de la ciliogenése et de la taille des cils (Ning et al., 2021). Alors
gue la quantité de RPGRIP1L n’est pas impactée par I'absence de NPHP1, NPHP4 est
augmentée dans le compartiment ciliaire, confirmant la perturbation de la TZ (Ning et al.,
2021). De maniere cohérente, on observe un défaut de composition ciliaire avec la
diminution d’'INPP5E dans le cil (Ning et al., 2021). INPP5E participe a la composition
spécifique en phosphoinositides du compartiment ciliaire et a la transduction des voies de
signalisation (Zhang et al., 2022). Enfin, la présence de NPHP1 a la TZ est également
nécessaire au bon développement et maintien des photorécepteurs (Fliegauf et al., 2006;

Datta et al., 2021).
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En plus de NPHP4, NPHP1 interagit avec NPHP5, montrant la proximité entre les modules
NPHP1-4-8 et NPHP5-6 a la TZ (Sang et al., 2011). NPHP1 interagit aussi avec des protéines
du compartiment inversine, NPHP2 et NPHP3 (Otto et al., 2003; Olbrich et al., 2003). De plus,
la protéine ANKS3 interagit a la fois avec NPHP1 et ANKS6 dans le compartiment inversine,
et son absence résulte en un phénotype de ciliopathie chez le ZF (Yakulov et al., 2015). Le
compartiment inversine est situé juste au-dessus de la TZ. Ces données suggerent un
ancrage du compartiment inversine a la TZ, possiblement via NPHP1. Enfin, NPHP1 interagit
avec la kinase LKB1, connue pour réguler la sécrétion dépendante du cil de CCL2 dans les

maladies rénales chroniques et la NPH (Viau et al., 2018; Quatredeniers et al., 2022).

4) Localisation et fonction non ciliaire

Historiquement, NPHP1 a tout d’abord été localisée aux jonctions cellulaires ou elle
forme un complexe avec NPHP4 qui y permet son recrutement (Donaldson et al., 2002;
Mollet et al., 2005). De maniére cohérente, NPHP1 interagit avec des protéines participant a
la formation des jonctions cellulaires serrées et a la polarité apico-basale comme PALS],
PATJ et Par6 (Delous et al., 2009). Bien que la présence du complexe NPHP1-4 aux points
d’adhésion focaux n’ait jamais été observée, ils interagissent avec des protéines impliquées
dans la régulation des adhésions focales comme p130Cas (Donaldson et al., 2000), Pyk2
(Benzing et al., 2001) et ACK1 (Eley et al., 2008a). Enfin, NPHP1 interagit avec des protéines
associées au cytosquelette d’actine comme la tensine (Benzing et al., 2001) et les filamines
(Donaldson et al., 2002). Ainsi, I'absence de NPHP1 ou NPHP4 dans des cellules MDCK
résulte en un retard de formation des jonctions cellulaires serrées, une perte de polarité et
conduit a la formation de structures 3D désorganisées avec plusieurs lumieres (Delous et al.,
2009). Le défaut de formation des sphéroides est aussi observé dans les mIMCD3 (Sang et

al., 2011).

Enfin, I'interaction de NPHP1 avec PC1 conféere une résistance a I'apoptose aux cellules
épithéliales rénales (Wodarczyk et al., 2010). De maniére cohérente, une augmentation de
I’apoptose est détectée dans les biopsies des patients NPHP1 (Wodarczyk et al., 2010). Il n’a
pas été clairement établi si cette interaction tient place dans le cil primaire ou dans le

cytoplasme, PC1 et NPHP1 pouvant étre tous les deux aussi localisés aux jonctions.
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5) Modéles animaux

Modeles chez Caenorhabditis elegans. Le nématode C. elegans est un organisme
modeéle largement utilisé, notamment dans |’étude des ciliopathies (Molinari et Sayer, 2020).
Le r6le de NPHP1 dans I'assemblage de la TZ a premiérement été déterminé chez C. elegans
(Williams et al., 2011; Li et al., 2016). Aucun phénotype n’est observé dans les nématodes
nphp-1 (Yee et al., 2015). Cependant, la délétion simultanée de nphp-1 et nphp-4 ou des
génes du complexe MKS a un effet synergique et perturbe la structure du cil (intégrité de la
TZ, longueur du cil, ciliogenése, positionnement du corps basal ; Jauregui et Barr, 2005; Yee

et al,, 2015; Li et al., 2016).

Modeles dans le ZF. Les modeles de ZF peuvent étre générés avec des MO ou par édition
du génome. Deux modeles de MO nphp1 sont décrits dans la littérature. Dans le premier, on
observe des kystes rénaux, une courbure du corps mais pas de malformation du cloaque, la
ou se rejoignent les deux pronéphros (Slanchev et al., 2011). Dans le deuxiéme modele, on
constate des défauts de gastrulation et une atrophie du pronéphros proximal (Lindstrand et
al., 2014). Des ZF nphp1 générés par CRISPR présentent un défaut d’espacement des cellules
gliales dans la rétine (Charlton-Perkins et al., 2019). Plus récemment, un autre modeéle nphp1
créé par CRISPR développe des kystes rénaux et une malformation du cloaque (Kayser et al.,
2022). La perte d’expression de nphp1 résulte donc en des défauts de la rétine, du rein et de
la courbure du corps chez le ZF. Les phénotypes sont variables en fonction des modéles. Le
développement de ZF nphp1 reste cependant complexe. Au sein du laboratoire, les mutants
nphpl créés par TALEN n’ont pas développé de phénotype, et les MO publiés se sont avérés

toxiques pour le développement des embryons (données non publiées).

Modeles murins. Plusieurs modeles murins ont été générés. Le premier, publié en 2008,
a été créé par la délétion de I'exon 20 de Nphpl (Jiang et al., 2008). Les souris males
Nphp19'29 sont stériles d a un défaut de maturation des spermatozoides et développent
une rétinopathie. Les premiers défauts dans les couches de photorécepteurs apparaissent
vingt et un jours apres la naissance, et la perte totale des photorécepteurs est observée a
huit mois (Jiang et al., 2009). Le phénotype est moins sévére dans un autre modéle créé par
I'insertion d’une cassette dans lI'exon 4 de Nphpl. En effet, on observe une légere
diminution du nombre de photorécepteurs dans la rétine des souris Nphp19 a partir de dix-

huit jours, mais la rétinopathie ne progresse plus aprés un mois (Louie et al., 2010). Environ
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70% des photorécepteurs sont encore présents a quatre mois (Datta et al., 2021). Aucun de

ces modeles ne développe une NPH.

6) Approche thérapeutique

NPHP1 est le géne le plus fréquemment muté et est responsable des formes les plus
fréquentes de NPH, les formes juvéniles et adolescentes/adultes. Malgré cela, aucune
approche thérapeutique dans un contexte NPHPI1, in vitro ou in vivo, n’a encore été
envisagée. De plus, la thérapie génique dans le rein et I'utilisation des OAs pour corriger la
délétion du locus NPHP1 ne sont pas encore envisageables. Le laboratoire a donc effectué
un crible d’'une banque de molécules approuvées par la « Food and Drug Administration »
(FDA) sur des lignées cellulaires invalidées pour Nphpl. Ce criblage a mis en lumiére I'effet
bénéfique d’'un analogue de la prostaglandine E2 dans le sauvetage des phénotypes

cellulaires associés a la perte NPHP1.
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|. Généralités

La découverte des prostaglandines (PGs) remonte aux années 1930, ou une substance
vasodilatatrice et stimulant la contraction musculaire est identifiée dans le liquide séminal
(von Euler, 1936). Par la suite, d’autres études ont permis d’isoler les différents types de
PGs, de comprendre leur structure, leur voie de biosynthése ainsi que leurs roles. Un prix
Nobel de biologie et de médecine a été attribué en 1982 a B. Samuelsson, J. Vane et S.

Bergstrom pour leurs travaux sur les PGs.

1) Biosynthése des PGs

Les principales PGs sont la prostaglandine E; (PGE2), D, (PGD2) F, (PGF2) et la
prostacycline 1, (PGI2). Avec la thromboxane A, (TXA2), elles font partie du groupe des
prostanoides. La PGE2 est la PG la plus abondante et la plus étudiée (Miller, 2006).

Les PGs proviennent de la voie de biosynthése de I’acide arachidonique (Figure 11). Cet
acide gras insaturé est libéré des phospholipides de la membrane plasmique par I'action de
la phospholipase A2 principalement. Il est ensuite métabolisé par les cyclooxygénases COX-1
et COX-2, codées par les génes PTGS1 et PTGS2, pour former le PGG2 puis le PGH2. Bien
gu’ayant une structure proche, ces deux isoformes n’ont pas un réle redondant dans la
cellule (Yu et al., 2007). PTGS1 est exprimé de maniere ubiquitaire et assure la production
basale de PGs, au contraire de PTGS2 dont I'expression est augmentée suite a des stimuli
inflammatoires ou prolifératifs (Kang et al., 2007; Ricciotti et FitzGerald, 2011; Hashemi
Goradel et al., 2019). Des subtilités sont cependant a apporter a cette régle. Par exemple,
PTGS2 est constitutivement exprimé dans certains organes comme le rein, via des voies de
régulation différentes de celles en réponse a un stimulus inflammatoire, et COX-1 peut
également médier une réponse inflammatoire (Ricciotti et FitzGerald, 2011; Kirkby et al.,
2016; Mitchell et Kirkby, 2019). Il existe un troisieme isoforme, COX-3, qui est en réalité un
variant d’épissage de COX-1 (Chandrasekharan et al., 2002).

Les différents prostanoides sont produits par la thromboxane synthase et les PGs
synthases a partir du PGH, (Figure 11). La synthése de la PGE2 peut étre réalisée par trois

enzymes : les PGs microsomales E synthases-1 et -2 (MPGES-1 et -2), codées respectivement
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par les génes PTGES et PTGES2, et la PG cytosolique E synthase (cPGES), codée par le géne
PTGES3. PTGES2 et PTGES3 sont exprimés constitutivement tandis que I'expression de PTGES
est induite. Elle est d’ailleurs corrélée a I'induction de COX-2 dans la réponse inflammatoire
(Murakami et al., 2000). cPGES synthétise la PGE2 a partie du PGH2 préférentiellement
produit par COX-1, mPGES-1 celui produit par COX-2 et mPGES-2 les deux (Smith et al.,
2011). La production d’un type de PG donné dépend de I'expression des différentes
synthases, variant en fonction du type cellulaire (Miller, 2006; Uhlén et al., 2015; Karlsson et

al., 2021).
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Figure 11 : Voie de synthése de la PGE2.

Les phospholipides de la membrane plasmique sont utilisés par la phospholipase A2 pour produire I'acide
arachidonique. COX-1 et COX-2 permettent ensuite sa conversion en PGG; puis PGH,. Les enzymes
prostaglandine (PG)-E synthase (PGES) permettent la production de la PGE2. D’autres synthases
synthétisent les différentes classes de PGs. L’enzyme 15-hydroxyprostaglandine déshydrogénase (15-
PGDH) dégrade la PGE2. La PGE2 est exportée hors de la cellule par les transporteurs SLC et ABBC. Elle
peut ainsi activer les récepteurs EPs de maniére autocrine ou paracrine.

Plusieurs transporteurs permettent la sortie de la PGE2 dans I'environnement
extracellulaire. La majorité d'entre eux appartiennent a la superfamille des transporteurs
SLC. Ils sont une vingtaine chez I'Homme et six chez la souris (Nakamura et al., 2018). Deux
membres de la sous famille des transporteurs ABCC peuvent également avoir la PGE2
comme substrat : les protéines ABCC2/MRP2 et ABCC4/MRP4 (Reid et al., 2003; de Waart et
al., 2006). L'expression des différents transporteurs dépend des organes (Nakamura et al.,
2018). Ces médiateurs lipidiques agissent ensuite de maniere autocrine ou paracrine pour

maintenir I'homéostasie cellulaire et tissulaire en se fixant sur leurs récepteurs.
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2) Les récepteurs EPs

Toutes les PGs réalisent leur fonction biologique via la stimulation de GPCRs (Woodward
et al., 2011). La PGE2 posséde quatre récepteurs EP1, EP2, EP3 et EP4, codés par les génes
PTGER1 a PTGER4. Les autres prostanoides peuvent également activer ces récepteurs,
notamment PGD2 et PGI2, méme si leur affinité est moindre par rapport a la PGE2
(Abramovitz et al., 2000). Les récepteurs EPs partagent peu de séquence d’homologie, et
induisent des signalisations cellulaires distinctes voir opposées (Figure 12 ; Woodward et al.,

2011; Markovic et al., 2017).

Figure 12 : Voies de signalisation principales des récepteurs EPs.

Le récepteur EP1 est couplé a une protéine Gaqg qui augmente la quantité de Ca®* et active la protéine
kinase C via la production des messagers secondaires DAG et IP3 par la phospholipase C (PLC). Le
récepteur EP2 est couplé a une protéine Gas qui active les adénylates cyclases (AC) pour produire de
I’AMPc. Les différents isoformes d’EP3 sont couplés a toutes les familles de protéines Ga. Ce récepteur
peut donc moduler la quantité d’AMPc via les protéines Gas et Gai, augmenter le Ca?* via la protéine Gaq
et activer RhoA via la protéine Gaiy/i3. Le récepteur EP4 est couplé a une protéine Gas. De plus, son
couplage a une Gai et son internalisation par les B-arrestines active une signalisation PI3K/ERK/AKT. Les
sous-unités Gf3 et Gy ne sont pas représentées.

Le récepteur EP1 augmente la concentration intracellulaire de Ca?* via son activité Goq
et I'activation de la phospholipase C (Woodward et al.,, 2011). Une étude mentionne

également qu’EP1 peut étre couplé a une Gai et activer la voie PI3K/Akt (Ji et al., 2010).

Le récepteur EP3 est le plus complexe des EPs. Il existe trois isoformes chez la souris, qui

différent par leur couplage aux protéines G et leur dynamique intracellulaire (Negishi et al.,
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1993, 1996; Hasegawa et al., 2000). De la méme maniére, on retrouve huit isoformes chez
'Homme (Kotani et al., 1995, 1997; Bilson et al.,, 2004). Ainsi, méme si EP3 utilise
majoritairement une signalisation Gai, il peut également augmenter 'AMPc et le Ca%
intracellulaire via une activité Gas et Gouq respectivement, et activer les Rho via une activité

Gouz/13 (Woodward et al., 2011).

EP2 et EP4 sont couplés a une Gas et augmentent la production d’AMPc (Woodward et
al., 2011; Konya et al., 2013). EP4 peut également étre couplé a une Gai et activer une
signalisation PI3K/AKT ou PI3K/PKC (Fujino et Regan, 2006; Luschnig-Schratl et al., 2011;
Yokoyama et al., 2013). L'orientation vers une voie de signalisation ou une autre dépend du
ligand. La PGE2, le ligand biologique d’EP4, active ainsi dix fois plus I'unité Gas que Gai
(Leduc et al., 2009). D’autres parametres différencient EP2 et EP4. Il est depuis longtemps
établi qu’EP4 est internalisé par les B-arrestines et promeut une voie de signalisation s-
Src/EGFR/PI3K/ERK/AKT (Desai et Ashby, 2001; Buchanan et al., 2006). Plus récemment, il a
été montré que cela pouvait aussi étre le cas pour EP2 (Chun et al., 2009; Yun et al., 2011;
Chu et al., 2015). Malgré tout, la désensibilisation d’EP4 est beaucoup plus rapide que celle
d’EP2 (Bastepe et Ashby, 1999; Desai et al., 2000; Penn et al., 2001). Cela conduit a une
dynamique de production d’AMPc différente entre les deux récepteurs : I'augmentation est
transitoire apres une stimulation avec un agoniste spécifique d’EP4 tandis qu’elle dure dans
le temps aprés utilisation d’un agoniste EP2 (Vleeshouwers et al., 2020). Cette rapide
inactivation d’EP4 peut s’avérer problématique dans I’éventualité d’un traitement, et
I’administration d’un agoniste d’EP4 dans un modéle murin de diabéte insipide a pu montrer
un effet bénéfique sur le long terme grace a l'installation d’une micro-pompe (Li et al.,

2009).

Cette signalisation cellulaire complexe permet a la PGE2 de réguler de nombreux

mécanismes physiologiques et pathologiques.

3) Roles des PGs et de la PGE;

Homéostasie tissulaire. Bien qu’elle soit impliquée dans le développement de
pathologies comme le cancer (Wang et Dubois, 2010), la voie des PGs est responsable de la
maintenance des nombreux organes (Legler et al., 2010; Calder, 2020). On peut notamment
citer le cerveau (Barreiro-lglesias, 2021), les yeux (Doucette et Walter, 2017), le systéme

gastro-intestinal (Takeuchi et Amagase, 2018; Wallace, 2019), le systeme reproducteur
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(Niringiyumukiza et al., 2018) et les os (Li et al., 2007; Lisowska et al., 2018). La PGE2 est
primordiale pour la réparation et la régénération tissulaire de plusieurs organes, dont le foie,

le rein et le muscle (Cheng et al., 2021). De plus, elle exerce une action anti-fibrotique (Bozyk

Inflammation et systéme immunitaire. Le principal r6le connu des PGs est la régulation
de l'inflammation. L'effet de I’aspirine et des autres médicaments anti-inflammatoires non
stéroidiens (AINS) est d a I'inhibition des COXs (Vane, 1971). A noter que le paracétamol
n‘est pas un AINS bien qu’il exerce son effet par le méme mécanisme. Bien que COX-2
semble étre la source principale de production de PGs dans l'inflammation, les deux
isoformes participent a la réponse inflammatoire via la production de la PGE2 (Trebino et al.,
2003; Ricciotti et FitzGerald, 2011). La PGE2 est impliquée dans tous les signes classiques de
I'inflammation, a savoir la rougeur, le gonflement et la douleur (Funk, 2001). De plus, elle
amplifie la production de cytokines pro-inflammatoires via son récepteur EP4, et a un effet
direct sur la migration des cellules dendritiques et la différentiation des lymphocytes T pro-
inflammatoires (Legler et al., 2006; Yao et al., 2009). Paradoxalement, certaines études
montrent que la PGE2 peut avoir un réle anti-inflammatoire, dans le cadre des infections
bactériennes ou de la réparation tissulaire (Duffin et al., 2016; Cheng et al., 2021). La voie
des PGs est impliquée dans le développement et I’évolution de maladies inflammatoires
telles que I'allergie (Lee et al., 2020), certaines maladies auto-immunes comme |'arthrite
rhumatoide (Ma et al., 2021) ou la sclérose multiple (Gulla et al., 2020) et les maladies

neurodégénératives (Lima et al., 2012).

Douleur. Comme le montre I'effet anti-douleur des AINS, les PGs jouent un réle dans
I’activation du systéme nerveux somatosensoriel. Plusieurs études ont démontré le réle des
COXs au niveau des nocicepteurs, les récepteurs sensoriels de la douleur (Jang et al., 2020).
La médiation de cette derniére est au moins en partie due a la PGE2, puisque 'absence de
MPGES-1 diminue la sensibilité a la douleur de modeles murins (Trebino et al., 2003; Kamei
et al., 2004; Mabuchi et al., 2004). Cette médiation passe par les récepteurs EP1, EP2 et EP4
(Nakayama et al., 2004; Reinold et al.,, 2005; Lin et al., 2006), faisant de la PGE2 une

molécule centrale dans la transmission des signaux dans les nocicepteurs (Jang et al., 2020).

Systéeme cardiovasculaire. La voie des PGs est essentielle dans la régulation du systeme
cardiovasculaire et de la pression sanguine, en témoignent les effets indésirables des AINS

comme I’hypertension, les arréts cardiaques et les AVC (Mitchell et Kirkby, 2019). La PGI2 est
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la principale PG dans les tissus vasculaires. Elle est produite par les cellules endothéliales
pour permettre la vasodilatation et I'inhibition de I’agrégation plaquettaire (Crescente et al.,
2019). D’un autre c6té, la TXA2 est produite par les plaquettes et joue un réle antagoniste a
la PGI2, avec un effet vasoconstricteur et d’agrégation plaquettaire. La balance entre ces
deux molécules est primordiale pour ’homéostasie cardiovasculaire, notamment pendant la
grossesse et chez le nouveau-né, sous peine de développement de pathologies
cardiovasculaires (Majed et Khalil, 2012). La PGE2 joue un role au niveau de |'agrégation
plaguettaire, I'inhibant ou la favorisant en fonction de sa concentration et du récepteur EP
stimulé (Friedman et al., 2015). Concernant les cellules cardiaques, la PGE2 semble
protectrice aprés un infarctus (Cheng et al., 2021), possiblement via un effet sur les cellules

souches cardiaques (Hsueh et al., 2014).

La PGE2 régule la pression sanguine. Elle peut a la fois avoir un effet hypotenseur ou
hypertenseur en fonction du contexte et du récepteur stimulé (Yang et Du, 2012; Wang et
al., 2022). Dans le rein, la PGE2 a un effet vasodilatateur, en augmentant le diametre de
I'artériole afférente et en inhibant la constriction des cellules vasculaires pré-glomérulaires
(Purdy et Arendshorst, 1999; Imig et al., 2002). Généralement, la stimulation d'EP1 et d’EP3
augmente la vasoconstriction et la pression sanguine, tandis que celle d’EP2 et d’EP4
augmente la vasodilatation et diminue la pression sanguine (Wang et al., 2022). La pression
sanguine et la balance hydrique sont intrinséquement liées et sont coordonnées de maniére
fine par le systéme cardiovasculaire et le rein (Prieto et al., 2014). Tout comme pour le

systéme cardiovasculaire, la PGE2 joue un role essentiel dans ’homéostasie rénale.

Il. La PGE; et le rein

La PGE2 et ses récepteurs jouent un réle clé dans la réabsorption de I'eau et du sodium
dans le rein. Les EPs représentent également une piste intéressante dans le traitement des

pathologies rénales.

1) Expression de la voie PGE; dans le rein

Le rein est particulierement riche en PGE2 (Ngrregaard et al., 2015). Les cellules rénales
expriment les différentes protéines de la voie de synthése de la PGE2, permettant sa
production localement (Tableau 1). De nombreuses études ont analysé la distribution des

récepteurs EPs le long du néphron (Tableau 2). Les résultats different parfois d’une étude a
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I"autre, et la variabilité découle du modele étudié (rongeur, Homme) ou de la méthode de

détection (ARNm, protéines).

Localisation
Référence ARN":' ou Espéce
COX-1 COX-2 mPGES protéines
_ | Vaisseaux sanguins glomérulaires, | Vaisseaux sanguins glomérulaires, / ARNmM et HeRis
CD, cellules intestitielles glomérule protéines
. . ARNmet | H 1
Glomérule, CD Glomérule / m g _omme
protéines | rein foetal
Glomérule, CD Macula densa, TAL, IMCD (faible) ARNmM Rat
Glomérule, DCT, CNT, CD Macula densa, TAL Macula densa, TAL, DCT, CNT Protéines Souris
cD Vaisseaux sanguins glomérulaires Macula densa, CD Protéines Homme
/ Vaisseaux sanguins glomérulaires, / protéiives H_ommel
macula densa, TAL rein foetal
/ Macula densa / Protéines Souris
CNT, CCD, IMCD (mPGES-1) / Tous
Ransick 201¢ CNT, CCD, OMCD, IMCD Macula densa les segments sauf glomérule et ARNmM Souris
IMCD (mPGES-2)
DTL, DCT, CNT, CCD, OMCD, IMCD Non détecté DCT,CNT; £CD; OMCD, IMCD ARNmM Souris
(mPGES-1) / Tous (mPGES-2)
BILAN COX-1 COX-2 mPGES Méthode

Glomérule, DCT, CNT, CCD, IMCD, Aorie conta AL DCT, CNT, CCD, OMCD, IMCD | ARNm et

R
e OMCD (mPGES-1) / Tous (mPGES-2) protéines

Homme Glomérule, CD Glomérule Macula densa, CD Protéines

Tableau 1 : Expression des membres de la voie de biosynthése de la PGE2 dans le rein.

DTL : anse de Henlé descendante ; TAL : anse de Henlé ascendante ; DCT : tubule contourné distal ; CNT ;
tubule connecteur; CCD : canal collecteur cortical ; OMCD : canal collecteur de la médullaire externe ;
IMCD : canal collecteur de la médullaire interne ; CD : canal collecteur ; / : non étudié.

Le récepteur EP1 est présent dans le CD chez la souris et I’'Homme. Chez 'Homme, il
semble étre également exprimé dans le CNT. Le récepteur EP2 est détecté dans le
glomérule, la macula densa, les tissus vasculaires et la DTL chez la souris. Il est présent dans
les tissus vasculaires, la TAL et le DCT chez ’'Homme. Le récepteur EP3 est localisé dans la
TAL, le CNT et le CD chez la souris. Chez 'Homme il semble aussi étre exprimé dans le
glomérule. Enfin, le récepteur EP4 est présent au niveau du glomérule, de la macula densa,
des tissus vasculaires et dans le tubule distal chez la souris. En revanche, EP2 et EP4 ne sont

pas détectés dans la macula densa chez I’'Homme.

L'utilisation des agonistes/antagonistes des récepteurs EPs semble indiquer des
localisations supplémentaires. Ainsi les cellules proximales murines semblent exprimer
Ptgerl (EP1) et Ptgerd (EP4 ; Nasrallah et al., 2015). Bien qu’il n’ait jamais été directement
détecté dans les cellules épithéliales du CD, EP2 participe a la physiologie de ce segment
par les tissus vasculaires du rein (Tableau 2). On peut donc émettre I'hypothése que

I’activation d’EP2 par la PGE2 dans les cellules endothéliales et interstitielles exerce un effet
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paracrine sur les cellules épithéliales rénales. Il est a noter que Ptger2 (EP2) est exprimé par

certaines lignées cellulaires du CD comme les MDCK (Taub et al., 2014).

Localisati
Référence oLl ARtfimon Espéce
EP1 EP2 EP3 EP4 protéines
€CD, OMCD, IMCD Glomérule CNT, CCD, OMCD, IMCD / ARNm Souris
Jat cD / i / ARNm Souris
I6 C€CD, OMCD, IMCD Non détecté TAL, CCD, OMCD Glomérule ARNm Homme
CNT, CCD, OMCD), IMCD, aitére, Artére, artérioles Glomesuie, DTL, CNT, D, OMCD; Glomérule, artére Protéines Homme
artérioles IMCD, artére, artériole
Glomérule / Glomérule Glomérule ARNm Souris
DTL, CCD, vaisseaux sanguines
/ Vasa recta médullaire, DTL / péri-glomérulaires, vasa recta ARNm Rat
médull
/ TAL, OCT / Vaisseaux s’ang\.nns péri- Protéines Humain
glomérulaires
Tissus vasculaire / TAL / Protéines Rat
r20 / Macula densa / Macula densa ARNm Souris
OMCD, IMCD DTL TAL Glomérule ARNm Souris
/ / / DTL, TAL, CNT Protéines Souris
CNT, CCD, OMCD, IMCD DTL {faible) TAL, CNT, CCD DTL (faible), CCD (faible) ARNm Souris
o Glomérule et maC\‘JIa densa, DCT, CNT Glomérule et macula densa, ARNm Souris,
cellules interstitielles cellules intestieielles Nouveau né
Cellules mésangliales extra- Glomérule, cellules mésangliales 3
A 3 5 3 Souris,
hs 2( / glomérulaires {macula densa), / extra-glomérulaires (macula ARNm Adulte
cellules intersitielles densa), cellules interstielles
BILAN EP1 EP2 EP3 EP4 Méthode
Rongear €CD, OMCD, IMCD Glomérule, macula densa, tissus TAL, CNT, CCD, OMCD, IMCD Glomérule, macula densa, tissus ARNmM
vasculaires, DTL vasculaires, DTL, CNT, CCD
Homme CNT, CCD, OMCD, IMCD Tissus vasculaires, TAL, DCT Slamgrule, DIL 1AL CNI, CCD, Glomérule, tissus vasculaire MNT =
OMCD, IMCD protéines

Tableau 2 : Expression des récepteurs EPs dans le rein.

DTL : anse de Henlé descendante ; TAL : anse de Henlé ascendante ; DCT : tubule contourné distal ; CNT ;
tubule connecteur; CCD : canal collecteur cortical ; OMCD : canal collecteur de la médullaire externe ;
IMCD : canal collecteur de la médullaire interne ; CD : canal collecteur ; / : non étudié.

2) Role de la PGE; dans le développement rénal

Quelques études se sont intéressées a I'expression et au réle de la voie de la PGE2
pendant le développement rénal (Tableau 1). Chez I’'Homme, PTGS1 (COX-1) et PTGS2 (COX-
2) sont exprimés dans le rein foetal. L'exposition a des AINS pendant le développement
embryonnaire est associé a des défauts de développement rénal et une IRT chez le nouveau-
né (Kaplan et al., 1994; van der Heijden et al., 1994). De maniére cohérente, |'absence de
COX-2 chez la souris provoque des défauts de développement rénal, avec des glomérules
immatures et hypoplasiques, peu de différentiation tubulaire et la formation de kystes
(Dinchuk et al., 1995; Morham et al., 1995; Norwood et al., 2000). Ptges (mPGES1) et Ptgs2
sont rapidement exprimés dans le rein murin aprés la naissance (Frélich et al., 2012).

L'inhibition pharmacologique de COX-2 durant les dix premiers jours aprés la naissance
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altére le développement des glomérules. Apres cette période, les inhibiteurs de COX-2
provoquent des défauts de développement et de différentiation tubulaire (Frolich et al.,
2012). COX-2 est donc essentiel au développement rénal, et ce de maniére dose-dépendante
(Dinchuk et al., 1995; Slattery et al., 2016). A I'inverse, les souris Ptgs1”- ne développent pas
de phénotype rénal, et l'inhibition pharmacologique de COX-1 aprés la naissance est

également sans effet sur le rein (Langenbach et al., 1995; Frélich et al., 2012).

Les glomérules des souris Ptger1”- (EP1), Ptger2”- (EP2), et Ptger4”- (EP4) ont une taille
inférieure a ceux des souris controles, signe que le développement glomérulaire passe par
une activation de ces récepteurs (Frolich et al., 2012). Une autre étude montre que la
délétion de Ptger2 ou Ptger4 dans les cellules stromales progénitrices n'impacte pas le
développement rénal, tandis que la délétion des deux récepteurs simultanément dans les
mémes cellules diminue le nombre et la taille des glomérules, augmente la fibrose péri-
glomérulaire et diminue la taille du cortex rénal (Fuchs et al., 2022). De maniére cohérente,
la PGE2 régule la proportion de tubule proximal et distal pendant le développement
embryonnaire du ZF, via les récepteurs EP2 et EP4 et la modulation de I'expression de
facteurs de transcription clés dans la segmentation rénale (Poureetezadi et al., 2016). De
plus, la PGE2 promeut la différentiation des cellules multi-ciliées dans le tubule proximal du

pronéphros des larves de ZF (Marra et al., 2019; Chambers et al., 2020).

La PGE2 est donc essentielle pour le développement du rein. Elle joue également un réle

primordial dans le rein adulte, en modulant la réabsorption de I’eau et du sodium.

3) Role des EPs dans la physiologie rénale

a) Les bases de la physiologie rénale

Les mécanismes principaux permettant la réabsorption de I’eau et du sodium le long du

néphron sont résumés dans la Figure 13.

La réabsorption de I’eau par les aquaporines (AQP). Chez 'Homme plus de 99% de I'eau
issue de la filtration glomérulaire est réabsorbée par les cellules rénales, ce qui représente
en moyenne cent cinquante litres par jour pour un adulte (Kleta et Bockenhauer, 2018). Le
1% restant forme I'urine. Le tubule proximal réabsorbe 70% de I’eau filtrée, I’anse de Henlé
environ 15% et la partie distale dont le CD les 15% restants. Cette réabsorption est permise

par les neuf types d’AQPs exprimées dans les cellules tubulaires (Su et al., 2020). AQP1 est
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localisée dans le tubule proximal et la DTL (Figure 13A,B). Elle est la principale AQP
réabsorbant I'eau dans la partie proximale du rein et permet I'établissement d’un gradient
osmotique (Schnermann et al., 1998; Pallone et al., 2000; Verkman, 2008). AQP2 permet la
concentration des urines dans le CNT et le CD (Figure 13F,G). Son absence dans le CD
conduit a une mortalité postnatale rapide chez la souris (Rojek et al., 2006). AQP3 et AQP4
sont localisées a la membrane baso-latérale des cellules du CNT et du CD pour AQP3, du CD
uniqguement pour AQP4 (Figure 13F,G). Elles permettent I'évacuation cellulaire de I'eau
réabsorbée par AQP2 (Noda et al., 2010). Les autres AQPs jouent un réle mineur dans la
balance hydrique rénale, mais peuvent transporter d’autres molécules comme le glycérol (Su

et al., 2020).

L’arginine vasopressine (AVP) est I’hormone principale régulant la réabsorption fine de
I'eau dans le CD. Sa production par I'hypothalamus est augmentée en réponse a une
restriction en eau et une augmentation de I'osmolalité plasmatique (El Fazaa et al., 2000;
Prager-Khoutorsky et Bourque, 2010). Elle se fixe a son récepteur V2R, un GPCR couplé a une
Gas qui active la voie AMPc/PKA. V2R est localisé aux membranes baso-latérales et au cil
primaire des cellules tubulaires (Figure 13F,G; Raychowdhury et al., 2009; Marion et al.,
2011). La phosphorylation d’AQP2 par la PKA permet son adressage a la membrane apicale
et la réabsorption de I'eau a partir de I'urine primaire. En cas de stimulation prolongée par
I’AVP, le facteur de transcription CREB, activé par la PKA, augmente |’expression d’AQP2 (Su
et al., 2020). Des variants dans les génes AVPR2, codant pour V2R, et AQP2 sont a l'origine
du diabéte insipide chez ’'Homme (Bichet et al., 1993; van Os et Deen, 1998; Bichet, 2009). Il
en résulte une incapacité pour les patients a réabsorber I'eau et a concentrer leurs urines. Le
diabéte insipide ne doit pas étre confondu avec la néphropathie diabétique, qui se
développe chez certains patients diabétiques et est une conséquence des changements

métaboliques provoqués par le diabéte (Zoja et al., 2020).

La réabsorption du sodium par les transporteurs ioniques. Tout comme I'eau, la quasi-
totalité du sodium filtré par le glomérule est réabsorbé par le rein, I’équivalent de 1.2kg de
sel de cuisine par jour pour un adulte en moyenne (Kleta et Bockenhauer, 2018). La majorité
de la réabsorption est réalisée par le tubule proximal et la TAL. La partie distale du rein
permet la régulation fine de la balance en sodium. Dans le tubule proximal, la majorité de la
réabsorption du sodium est réalisée par le transporteur NHE3 (Figure 13A). Dans la TAL, le
sodium est réabsorbé en méme temps que le potassium et le chlorure grace au transporteur

NKCC2 (Figure 13C). Dans le DCT, la réabsorption du sodium et du chlorure est permise par
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le transporteur NCC (Figure 13E). Enfin, les ENaC réabsorbent le sodium dans le CD (Figure
13G,H). Dans tous les segments, le passage du sodium réabsorbé dans la circulation
sanguine est réalisé par les Na-K-ATPase situées au niveau du pole basal (Kleta et
Bockenhauer, 2018). D’autres transporteurs sont présents au niveau apical ou basal pour le

maintien de la balance ionique corporelle.

En plus de la régulation du transport de I'eau, la vasopressine est impliquée dans le
transport de l'urée dans le CD via le transporteur UT-A1l (Fenton, 2009) et dans la
réabsorption du sodium au niveau de la TAL, en stimulant I'adressage de NKCC2 a la

membrane apicale (Figure 13C; Ares et al., 2011).
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Figure 13 : Mécanismes de la réabsorption de I’eau et du sodium le long du néphron.

(A) Dans le tubule proximal, AQP1 permet la réabsorption de I'eau (H,0), et NHE3 la réabsorption du
sodium (Na*). (B) Dans la partie descendante de I'anse de Henlé (DTL), AQP1 permet la réabsorption de
I’eau. (C) Dans la partie ascendante de I'anse de Henlé (TAL), la fixation de I'arginine vasopressine (AVP)
sur son récepteur V2R active une signalisation AMPc et stimule la réabsorption du sodium par NKCC2. (D)
Dans le tubule contourné distal (DCT), les cellules spécialisées de la macula densa envoient un signal aux
cellules de I'appareil juxtaglomérulaire (AJG) pour produire la pro-rénine/rénine. (E) L’activation du
systeme rénine-angiotensine conduit a la production d’aldostérone, qui active NCC dans le DCT pour
réabsorber le sodium. (F,G) Dans le tubule connecteur (CNT) et le canal collecteur (CD), 'AVP stimule la
réabsorption de I'eau via AQP2. Du c6té basolatéral, AQP3 dans le CNT et AQP3/4 dans le CD permettent
la sortie de I'eau de la cellule. (G) L’aldostérone augmente la réabsoprtion du sodium en activant les
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ENaCs dans le CD. (H) L’AVP et I'angiotensine 2 (Ang2) produisent la pro-rénine/rénine dans le CD via une
voie AMPc/CREB. La pro-rénine/rénine produite localement se fixe sur le récepteur a la pro-rénine (PRR)
et augmente la réabsorption du sodium via les ENaCs et de I'eau via AQP2. (A,C,E-H) Dans tous les
segments, la Na-K-ATPase permet la sortie du sodium de la cellule. D’autres localisations peuvent exister
pour les récepteurs (V2R est également localisé au cil primaire et AT1R au poéle apical). Adapté de Olesen
et Fenton, 2013.

Le systéeme rénine-angiotensine (SRA). Le SRA est essentiel pour la régulation de la
pression sanguine et la réabsorption du sodium. Son hyper-activation peut causer de
I’hypertension, de I'inflammation et de la fibrose dans le rein (Prieto et al., 2021). Dans le
rein, la pro-rénine est classiqguement produite par les cellules juxtaglomérulaires de la
macula densa (Figure 13D). Aprés avoir été clivée et relarguée dans le milieu extracellulaire,
la rénine peut cliver I'angiotensinogéne sécrétée par le foie pour former I’angiotensine |,
elle-méme clivée par I'’enzyme de conversion de I'angiotensine pour former I’angiotensine Il.
Cette protéine promeut la production d’aldostérone, au niveau de la glande surrénale, qui
contréle la réabsorption du sodium en activant les canaux NCC dans le DCT et ENaC dans le
CD (Figure 13E,G ; Prieto et al., 2021). Un autre mécanisme de régulation existe dans les
cellules du CD. Cette voie de signalisation alternative est permise par la synthése rénale des
composants du SRA (Kobori et al., 2001; Prieto-Carrasquero et al., 2004; Redublo Quinto et
al., 2008). La production de la pro-rénine par les cellules du CD est régulée par plusieurs
hormones, plutdt que par la pression sanguine ou la concentration en sodium comme dans
la macula densa (Prieto-Carrasquero et al., 2008; Gonzalez et al., 2016; Lara et al., 2017).
L'angiotensine Il se fixe sur les récepteurs AT1R et active la production de la pro-rénine par
une voie PKC/AMPc/PKA/CREB (Figure 13H). La pro-rénine est ensuite métabolisée en rénine
par le récepteur a la pro-rénine qui active les ENaCs et AQP2 dans le CD (Mamenko et al.,
2012; Prieto et al., 2021). Contrairement au rétrocontrole négatif qu’exerce I’angiotensine Il
au niveau de la macula densa, elle augmente ici a la production de rénine (Gonzalez et al.,

2015).

b) Réle des EPs dans la réabsorption de I'eau

La PGE2 participe a la régulation de ces différents acteurs pour maintenir la balance
hydrigue et sodique. Elle a des réles antagonistes en fonction des récepteurs stimulés et des
conditions physiologiques (Figure 14). L'utilisation d’agonistes/antagonistes des EPs ou de
modeles murins invalidés pour un des récepteurs a permis de décortiquer le réle de la PGE2

dans les différents segments.
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Les souris Ptgerl”’  (EP1) ne développent pas de défaut de la fonction rénale ou de
concentration des urines (Kennedy et al., 2007; Nasrallah et al., 2018). La PGE2 inhibe la
réabsorption de I'eau médiée par I'AVP dans des segments du CD micro-disséqués puis
micro-perfusés (Nasrallah et al., 2018, 2020). Cet effet n’est cependant pas observé dans les
segments provenant des souris Ptger1”’ (Nasrallah et al., 2018, 2020). Aucune étude n’a
détecté la présence d’EP1 au niveau du tubule proximal, bien qu’il semble étre exprimé par
les cellules rénales proximales in vitro et qu’il participe a la réponse physiologique des
tubules proximaux ex vivo (Nasrallah et al., 2015). En effet, la réabsorption de I’eau induite
par la PGE2 dans des tubules proximaux micro-perfusés n’est pas observée dans ceux
provenant des souris Ptger1”- (Nasrallah et al., 2015). Bien que n’étant pas essentiel pour la
physiologie rénale en condition basale, EP1 peut donc moduler la réabsorption de I’eau dans

le tubule proximal et le CD (Figure 14A,D).

Les souris Ptger3”’  (EP3) ne présentent pas de défaut de la fonction rénale ou de
concentration des urines, méme aprés une période de restriction en eau (Fleming et al.,
1998). De manieére similaire, la délétion de Ptger3 dans les cellules tubulaires rénales chez le
rat ne semble pas avoir d’'impact sur la balance hydrique (Esteva-Font et al., 2021). Dans des
modeles cellulaires de CD, EP3 inhibe la production d’AMPc par son activité Ga.i et joue sur
la contractilité du cytosquelette d’actine via Rho par son activité Goiz/13. Ces deux
mécanismes inhibent la localisation d’AQP2 a la membrane apicale apres stimulation avec
I’AVP (Figure 14D ; Hébert, 1994; Klussmann et al., 2001; Tamma et al., 2003). Ce réle a été
confirmé plus récemment in vivo (Hassouneh et al., 2016). Ainsi, EP3 n’exerce pas de
fonction dans la physiologie rénale en condition basale mais peut contrecarrer I'effet de

I’AVP sur la réabsorption de I'eau.

Les souris Ptger2”’- (EP2) ne développent pas de défaut de la fonction rénale (Kennedy et
al., 1999). En revanche, des modeles murins n’exprimant pas Ptger4 (EP4) dans I’ensemble
des cellules épithéliales rénales ou spécifiquement dans les cellules du CD développent un
défaut de concentration des urines (Gao et al., 2015). EP2 et EP4 peuvent stimuler
I’adressage d’AQP2 a la membrane plasmique apicale in vitro dans les MDCK grace a leur
activité Gas (Figure 14D ; Olesen et al., 2011). La stimulation individuelle de ces deux
récepteurs résulte en des phosphorylations d’AQP2 différentes. Ceci peut étre expliqué par
une signalisation intracellulaire différente entre les deux récepteurs. Tandis qu’EP2 et EP4
augmentent I'expression et la translocation d’AQP2 a la membrane apicale via la voie AMPc,

EP4 permet en plus I'adressage d’AQP2 a la membrane apicale par une signalisation Erk in
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vitro dans les cellules mIMCD3 (Gao et al., 2015). In vivo chez la souris, des agonistes
spécifiques d’EP2 et d’EP4 permettent d’augmenter la concentration des urines et de
compenser |'inhibition pharmacologie ou génétique de V2R (Li et al., 2009; Olesen et al.,
2011). Ainsi, de maniére similaire a I’action de I’AVP, I'activation d’EP2 et d’EP4 augmente la
réabsorption de I’eau dans les cellules du CD.
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Figure 14 : Régulation du transport rénal de I’eau et du sodium par la PGE2.

(A) Dans le tubule proximal, EP1 stimule la réabsorption de I'’eau (H20) via AQP1. EP1 et EP4 augmentent
I’expression et I'adressage a la membrane basolatérale de la Na-K-ATPase. (B) Dans la partie ascendante
de l'anse de Henlé (TAL), la PGE2 inhibe la réabsorption du sodium (Na*) médiée par I'arginine
vasopressine (AVP), probablement via EP3. (C) Les cellules de la macula densa produisent de la PGE2, qui
se fixe sur EP2 et EP4 exprimés par les cellules de I'appareil juxtaglomérulaire (AJG) pour produire la
rénine par une signalisation AMPc. (D) Dans le canal collecteur (CD), EP2 et EP4 augmentent la
réabsorption de I'eau via une signalisation AMPc (EP2 et EP4) et Erk (EP4 uniquement) et une action sur
AQP2, similairement a I’AVP. EP1 et EP3 inhibent la réabsorption de I'eau médiée par I’AVP. (E) EP1 inhibe
les ENaCs réabsorbant le sodium. Enfin, EP1 augmente a la production de la rénine dans les cellules du
CD, et EP4 I'expression du récepteur a la pro-rénine (PRR). Le PRR augmente la réabsorption de I'eau via
AQP2 et du sodium via les ENaCs. Adapté de Olesen et Fenton, 2013.

c) Réle des EPs dans la réabsorption du sodium

Le lieu de production de la PGE2 détermine son impact sur la balance hydrique et

sodique de 'organisme. Un régime pauvre en sel augmente la production de PGE2 dans la
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macula densa pour favoriser la réabsorption du sodium grace au SRA (Yang et al., 2000). En
revanche, aprés un régime riche en sel ou lI'ingestion d’un diurétique, 'augmentation des
niveaux de PGE2, de maniere dépendant de COX-2, se fait au niveau de la médullaire et
permet I’élimination du sodium et de I'’eau (Yang et al., 1998; Mann et al., 2001; Chen et al.,

2008).

Effet de la PGE2 dans le SRA. La voie de la PGE2 joue un rble dans la régulation du SRA
gui augmente la réabsorption du sodium. En effet, la synthése de la rénine dans les cellules
juxtaglomérulaires dépend de la stimulation des récepteurs EP2 et EP4 par la PGE2, qui est
sécrétée par les cellules de la macula densa (Figure 14C ; Jensen et al., 1996; Schweda et al.,
2004). L’activation de la voie AMPc/PKA/CREB induit I’expression du géne codant pour la
pro-rénine. En paralléle de la macula densa, la PGE2 stimule la synthése de la pro-rénine
dans les cellules principales du CD via son récepteur EP1 (Figure 14E ; Gonzalez et al., 2017).
L'augmentation de la rénine au niveau de la médullaire dépend aussi d’EP4, qui augmente
I’expression du récepteur a la pro-rénine (Figure 14E; Wang et al., 2014a). La rénine
produite localement augmente, via le récepteur a la pro-rénine, la réabsorption de I'eau par

AQP2 et du sodium par les ENaCs (Wang et al., 2016a).

Effet de la PGE2 dans le tubule rénal. Les premieres études sur le role de la PGE2 dans le
transport du sodium ont été réalisées sur des segments rénaux micro-perfusés et montrent
une variabilité de réponse a la PGE2 en fonction du segment étudié (Bonvalet et al., 1987).
La PGE2 augmente I'expression et I’adressage a la membrane basolatérale de la Na-K-ATPase
dans les cellules proximales in vitro, potentiellement via EP1 et EP4 (Figure 14A ; Herman et
al., 2010; Nasrallah et al., 2015). Paralléelement, la PGE2 inhibe I'activité du transporteur
NKCC2 dans les cellules de la TAL in vitro (Figure 14B; Kaji et al., 1996). De maniere
cohérente, I'utilisation d’un inhibiteur de COX-2 dans un modeéle rongeur de diabéte insipide
augmente la quantité de NKCC2 dans la TAL et la réabsorption du sodium (Kim et al., 2008a).
Le blocage de la réabsorption du sodium par la PGE2 dans la TAL passe possiblement par
EP3, qui peut bloquer I'effet de la production d’AMPc par I’AVP dans ce segment comme vu
précédemment. Pour terminer, I'activation d’EP1 inhibe la réabsorption du sodium dans le
CD. Une premiére étude montre qu’un antagoniste d’EP1 bloque I'inhibition de la
réabsorption du sodium par la PGE2 dans des segments micro-perfusés du CD (Figure 14E ;
Guan et al., 1998). Une étude plus récente confirme cet effet dans les segments micro-
perfusés des souris Ptger1”- (EP1; Nasrallah et al., 2018). De plus, I'utilisation d’un agoniste

d’EP1 bloque I'augmentation de I'expression des ENaCs apres traitement a I'aldostérone
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chez le rat (Gonzalez et al., 2009). L’utilisation d’un inhibiteur des ENaCs in vitro confirme le
réle de ces transporteurs dans I'inhibition de réabsorption du sodium par la PGE2 (Nasrallah
et al., 2018). Bien que I'expression d’EP2 par les cellules épithéliales rénales soit parfois
débattue, ce récepteur est nécessaire pour I'élimination du sodium par la PGE2 aprées un
régime riche en sel (Chen et al., 2008). Le mécanisme n’est en revanche pas encore connu.
En accord avec cette étude, les souris Ptger2”’- (EP2) développent de I'hypertension aprés un

régime riche en sodium (Kennedy et al., 1999).

Pour conclure sur le role de la PGE2 dans la balance sodique : i) EP1 et EP3 semble
favoriser le transport du sodium a travers les cellules proximales via une action sur les Na-K-
ATPases, ii) EP3 semble réguler négativement la réabsoprtion du sodium médiée par I’AVP
dans la TAL, iii) EP2 et EP4 sont essentiels pour I’activation du SRA au niveau de la macula
densa, permettant la synthése de la pro-rénine/rénine puis de I"aldostérone pour réabsorber
le sodium dans le DCT (NCC) et dans le CD (ENaCs), iv) EP1 et EP4 participent a I'activation du
SRA au niveau du CD pour favoriser la réabsoprtion du sodium via les ENaCs, v) d’autres

études montrent en revanche qu’EP1 peut inhiber les ENaCs dans le CD.

d) Complexité de I’effet de la PGE; sur la physiologie rénale

La régulation de la physiologie rénale par la PGE2 est complexe, et parfois contradictoire.
Plusieurs études montrent que le réle de la PGE2 varie selon le contexte. Tout d’abord, des
études in vitro montrent que la PGE2 n’a pas le méme effet apres pré-stimulation a I’AVP. En
effet, la PGE2 seule augmente la perméabilité hydrique des cellules du CD, alors qu’elle
inhibe la réabsorption de I'’eau dans les cellules pré-stimulées avec I’AVP (Grantham et
Orloff, 1968; Sonnenburg et al., 1990). Un autre exemple concerne EP3. Nous avons
précédemment montré que ce récepteur inhibe la réabsorption de I’eau apres stimulation a
I’AVP. En revanche, dans le cadre d’un régime riche en sodium, un agoniste d’EP3 diminue le
volume urinaire en augmentant la réabsorption de I’eau, au contraire d’'un antagoniste qui
augmente I'excrétion d’eau (Hao et al., 2016). Cet effet est au moins en partie d{ au réle
d’EP3 dans la TAL, ou il est a I'origine d’un rétrocontréle négatif de I’expression de Ptgs2
(COX-2; Vio et al., 2012; Hao et al., 2014, 2016). Comme écrit précédemment, le lieu de
production de la PGE2 dans le rein varie en fonction de la teneur en sel de I'alimentation et
détermine si la PGE2 promeut ou inhibe la réabsorption de I'’eau et du sodium. Enfin, I'effet
de la PGE2 dépend de la dose (Schweda et al., 2004) et de la durée d’exposition (Sauvant et
al., 2003, 2006; Herman et al., 2010).
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4) Cible thérapeutique dans le traitement des maladies rénales

Les pathologies rénales regroupent les Iésions rénales aiglies et les maladies rénales
chroniques. Les lésions rénales aiglies sont définies par une diminution rapide de la fonction
rénale pouvant provenir d’une infection, d’une prise de médicaments, d’un traumatisme ou
d’une chirurgie. Si le défaut de la fonction rénale dure plus de trois mois, on parle alors de
maladie rénale chronique (Kellum et al., 2021). Elles ont une prévalence de 13,4% a I'échelle
mondiale et sont un important facteur de morbidité (Hill et al., 2016). La fibrose est un
élément clé dans le développement des maladies rénales chroniques. Elle est caractérisée
par un dépot excessif de matrice extracellulaire par les myofibroblastes et contribue a la
perte de I'architecture rénale et au déclin de la fonction rénale (Yuan et al., 2019). La voie du
TGFp est la principale voie pro-fibrogénique (Meng et al., 2015). Les facteurs pro-fibrotiques
sont sécrétés par les cellules épithéliales Iésées et par les cellules immunitaires infiltrées

(Huang et al., 2020).

Des essais cliniques ont démontré |'effet bénéfique des inhibiteurs du SRA et de SGLT2,
un transporteur du glucose, dans le maintien du taux de filtration glomérulaire sur le long
terme. Cependant, aucune stratégie ne permet de diminuer I'inflammation ou la fibrose
(Shabaka et al.,, 2021). La voie de la PGE2 fait partie des voies intéressantes dans le
traitement des maladies rénales. La NPH étant une maladie rénale chronique, nous ne nous
concentrerons pas sur la modulation de la voie de la PGE2 dans le traitement des lésions
rénales aigles, qui impliquent d’autres mécanismes pathologiques. L’'ensemble des études

publiées est néanmoins résumé dans I’Annexe 3.

a) Approches in vitro

Afin d’évaluer le potentiel thérapeutique de la PGE2 et d’en comprendre les
mécanismes, de nombreuses études ont été réalisées in vitro. Ces études se concentrent
majoritairement sur le processus fibrotique, élément clé dans les maladies rénales
chroniques. La PGE2 inhibe la différentiation des fibroblastes en myofibroblastes en
bloquant le remodelage du cytosquelette induit par le TGFB (Thomas et al., 2007). Les
antagonistes d’EP1 diminuent I'expression de marqueurs de fibrose comme la fibronectine
et les collagénes dans les podocytes, les cellules mésengliales glomérulaires et les cellules du
tubule proximal (Thibodeau et al., 2013; Chen et al., 2015; Nasrallah et al., 2015). lls limitent
également le stress du réticulum endoplasmique généré par le TGFB (Chen et al., 2020; Guo

et al.,, 2020). Les agonistes d’EP2 inhibent la différentiation des fibroblastes en
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myofibroblastes et diminuent I'expression des marqueurs pro-fibrotiques dans les cellules
MDCK (Kolodsick et al., 2003; Thomas et al.,, 2007; Jensen et al., 2019). De plus, ils
contrecarrent I'impact du TGFP sur les podocytes, en favorisant leur prolifération et
différentiation, tout en inhibant I’'apoptose (Liu et al., 2018a). Enfin, un agoniste d’EP2 inhibe
I’expression de marqueurs pro-fibrotiques sur des coupes de reins humains prétraitées au
TGFB (Jensen et al., 2019). De maniére similaire aux antagonistes d’EP1, les agonistes d’EP2
diminuent le stress du réticulum endoplasmique (Guo et al., 2020). Un agoniste d’EP4
diminue I'expression des marqueurs pro-fibrotiques induite par le TGFf} et empéche
I'activation de l'inflammasome dans les cellules mIMCD3 (Luo et al., 2017). De maniére
cohérente, linhibition de I'expression de Ptger4 (EP4) augmente |'expression de la
fibronectine dans les cellules du tubule proximal (Nasrallah et al., 2015). Les antagonistes
d’EP1 et les agonistes d’EP2/4 semblent donc particulierement pertinents dans le cadre de la

fibrose rénale pour contrecarrer I'effet de la voie du TGFf3.

b) Maladies rénales chroniques

De nombreux modeéles rongeurs de maladies rénales chroniques existent. lls peuvent
modéliser une pathologie existante chez I’'Homme ou reproduire les caractéristiques des
maladies rénales chroniques (défaut de fonction rénale, fibrose, inflammation, etc). Les

études sont résumées dans le Tableau 3.

Néphrectomie subtotale (Nx). La Nx consiste en I'ablation de 5/6° de la masse rénale. Ce
modeéle est couramment utilisé pour modéliser les maladies chroniques rénales (O’Sullivan
et al., 2019). La perte des néphrons augmente la pression sur le glomérule et les tubules. On
observe alors une diminution de la fonction rénale, avec une augmentation de la créatinine
plasmatique, de la protéinurie et de I’'azote uréique (BUN) et une apparition de la fibrose,
des lésions glomérulaires et des dilatations tubulaires (Gava et al., 2012; Hamzaoui et al.,
2020). L'utilisation d’un agoniste d’EP1 augmente la créatinine plasmatique, le BUN et la
glomérulosclérose (atteinte des glomérules) des souris ayant subi une Nx (Chen et al., 2020).
De maniere cohérente, un antagoniste d’EP1 améliore la fonction rénale et Ila
glomérulosclérose, et diminue le stress du réticulum endoplasmique (Chen et al., 2020). Un
agoniste d’EP2 améliore la fonction rénale, diminue la glomérulosclérose et I'apoptose des
cellules épithéliales rénales et préserve les tubules rénaux (Vukicevic et al., 2006). La méme
étude montre un effet similaire d’un agoniste d’EP4 (Vukicevic et al., 2006). A I'inverse, deux

études montrent 'effet bénéfique des antagonistes d’EP4 dans le cadre de la Nx, avec une
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amélioration de la fonction rénale, de la glomérulosclérose, de la fibrose et de

I'inflammation (Thieme et al., 2017; Mizukami et al., 2019). La délétion de Ptger4 (EP4) dans

les podocytes chez la souris augmente le défaut de fonction rénale aprés Nx par rapport aux

controles (Stitt-Cavanagh et al., 2010). Dans la méme étude, la surexpression de Ptger4 dans

les podocytes est protectectrice (Stitt-Cavanagh et al., 2010). De maniére similaire, les souris

Ptger4*~ développent moins de fibrose tubulaire et glomérulaire que les contrdles aprés Nx

(Yang et al.,, 2014). Linhibition d’EP1 et la stimulation d’EP2 sont donc des pistes

intéressantes dans le traitement des maladies rénales chroniques. Une majorité d’études

montrent également un effet bénéfique de I'inhibition d’EP4.

Récepteur Agoni ou antagonisme Effet Référence Modéle
Antagonisme {ONO-8711) v Néphropathie diabétique, rats traités 2 la streptozotocine
£p1. Antagonisme (délétion Ptger | v Néphropathie diabétique, souris OVE26 et traitées 2 |a streptozotecine
Antagonisme {SC19220) v Néphréctomie 5/6e, souris
Agonisme (17-pt-PGE2) x 0 Néphréctomie 5/6e, souris
Agonisme (C#-536,745-01) v Néphréctomie 5/6e, rat
Agonisme (Butaprost) v Diabéte insipide, souris traitées avec un antagoniste de V2R
EP2 Agonisme {Butaprost) v 2015 UUO, souris
Agonisme (Butaprost) v Coupes de rein humain traitées avec du TGF3
Antagonisme (PF-04418548} hs L3 2 Polykystose rénale, souris
Agonsime (CP-044,519-02) v c 2006 Néphréctomie 5/6e, rat
Agonisme [ONC-AE1-329) v L Diabéte insipide, souris V2R
Agonisme [sur-expression Prgerd | x n ( Néphréctomie 5/6e, souris
Antagonisme {délétion Prgerd | v Néphréctomie 5/6a, souris
Antagonisme {déiétion Prgerd | x ! UUQO, souris
Agonisme (ONC-4819) v UUO, souris
€94 Agonisme (CNO-AE1-329) B Néphropathie diabétique, souris traitées 3 Ia streptozotocine
Antagonisme {délétion Prgerd "") v Néphréctomie 5/62, souris
Antagonisme (ASP7657) v M Néphréctomie 5/6e, rat
Antagonisme (ONO-AE3-208) v U1/ Néphropathie dizbétique, souris traitées 3 |a streptozotocine
Antagonisme (ONO-AE3-208) v 01 Néphropathie dizbétique, souris do/db
Antagonisme {ONO-AE3-208) v 11/ Néphréctomie 5/6e, rat
Antagonisme {ONO-AE3-208) X La 2 Polykystose rénale, souris
Agonisme (CNC-4819) v i uz UUO cu ischémie-reperfusion, souris

Antagonisme {inhibteur COX-2) / Néphréctomie 5/6e, rat
Antagonisme {diminution acitivité des COXs) 4 aran 2669 Néphroncphtise infantile, souris pey/Nphp3
Agoni (PGE1) + inhibiteurs ACE v Mzladie rénale chronigue, homme
Antagonisme {inhidteur COX-2) s Dizbéte insipide, souris traitées au lithium
Antagonisme {inhibteur COX-2) Y 4 Néphronophtise infantile, rats Anks6/Nphpl6
Antzgonisme (inhidteur COX-2) /7 Kim Diabéte insipide, rats traités zu lithium
Agonisme [PGE1) v/ \Var Néphropathie diabétique, homme
Antagonisme (délétion Ptgs2 | X f 015 LU0, souris
Antagonisme {diminution acitivité des COXs) v o1 Néphronophtise infantile, souns pey/Nphp3
Antagonisme {inhibteur COXs) 4 | 015 Néphronophtise infantile, rats Anks6/Nphpl6
Antagonisme {délétion Prges | X L UUQ, souris
Agonisme (PGE1) v L2 Néphropathie dizbétigue, homme
Agonisme (PGEL) v 121 Mzlzdie rénale aigle, homme

Tableau 3 : Effets de la modulation de la voie de la PGE2 dans le traitement des maladies rénales

chroniques.

EP3 n’a pas été étudié dans le cadre des maladies rénales chronique et ne figure donc pas dans le tableau.
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Obstruction rénale unilatérale (UUO). L'UUO est un bon modele de fibrose rénale
(Martinez-Klimova et al., 2019). La ligature de |'uretére, qui relie le rein a la vessie, bloque le
flux urinaire, affecte le débit de filtration glomérulaire et induit une contrainte mécanique
sur les cellules tubulaires. On observe alors une apoptose des cellules tubulaires, une
augmentation du stress oxydatif, de l'inflammation et de la fibrose (Martinez-Klimova et al.,
2019). Les quantités de COX-2 et de PGE2 sont augmentées dans le rein des souris apres
UUO (Nilsson et al., 2015; Luo et al., 2017). Les souris Ptgs2”- (COX-2) et Ptges”" (mPGES-1)
sont plus sensibles a ’'UUO. On observe une augmentation des dilatations tubulaires, de
I’apoptose et de I'expression du marqueur de souffrance rénale Kim1 dans les souris Ptgs2”-
aprés UUO (Nilsson et al., 2015). Concernant les souris Ptges’, on observe une
augmentation de I'inflammation et de la fibrose (Luo et al., 2017). De plus, I'utilisation des
agonistes d’EP2 et d’EP4 atténue le développement de la fibrose et de I'inflammation aprés
UUO (Nakagawa et al., 2012; Jensen et al., 2019; Pan et al., 2022). De maniéere cohérente, les
souris Ptger4”- (EP4) développent plus d’inflammation et de fibrose que les contréles aprés
UUO (Nakawaga et al.,, 2012). L'ensemble des études s’accorde donc a montrer I'effet
bénéfique de la voie de la PGE2 dans le traitement de la fibrose et des Iésions induites par

I’"UUO.

Diabéte insipide. Comme décrit précédemment, le diabete insipide est causé par des
variants dans les génes AVPR2 ou AQP2. |l est caractérisé par une diminution de la capacité
des patients a réabsorber I’eau et a concentrer leurs urines (Bichet et al., 1993; van Os et
Deen, 1998; Bichet, 2009). Les niveaux de COX-2 et PGE2 sont augmentés aprés induction du
diabete insipide par traitement des souris au lithium (Rao et al., 2005). L’inhibition
pharmacologique de COX-2 empéche le développement de la polyurie dans ce modele,
méme dans les souris Ptgsl”- (COX-1), indiquant que seul COX-2 joue un réle dans le
déclenchement de la polyurie apres traitement au lithium (Rao et al., 2005). Ce résultat a été
confirmé par une autre étude utilisant des rats traités au lithium. La diminution de la
polyurie est associée a une augmentation de NKCC2 et AQP2 et favorise la réabsorption du
sodium et de I'eau (Kim et al., 2008a). Les récepteurs EP2 et EP4 jouent un réle similaire a
celui de I’AVP dans le CD et permettent de concentrer les urines. De maniere cohérente,
I'utilisation bréve ou prolongée d’un agoniste d’EP4 améliore la polyurie, restaure
I’'osmolalité urinaire et diminue I'expansion du pelvis rénal dans les souris Avpr2”,
n‘exprimant pas le récepteur V2R (Li et al., 2009). De plus, un agoniste d’EP2 permet
d’augmenter la concentration des urines dans les rats traités avec un antagoniste de V2R

(Olesen et al., 2011). Les effets bénéfiques de I'inhibition de COX-2 et des agonistes EP2/4
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dans le cadre du diabéte insipide peuvent sembler contre-intuitifs, mais découlent slirement
de I'action des autres PGs et de la balance d’activation de tous les récepteurs EPs par la

PGE2.

Néphropathie diabétique. La néphropathie diabétique se développe chez certains
patients diabétiques et est une conséquence micro-vasculaire des changements
métaboliques provoqués par le diabéete (Zoja et al., 2020). Cette maladie est principalement
caractérisée par une atteinte glomérulaire et une protéinurie. Les souris Ptgerl”- (EP1)
développement moins de protéinurie, d’atteinte glomérulaire (hypertrophie, épaississement
de la lame basale) et de fibrose que les contréles dans deux modeéles murins de
néphropathie diabétique (Thibodeau et al., 2013). Le méme résultat est obtenu avec un
antagoniste d’EP1 dans un modeéle de néphropathie diabétique chez le rat (Makino et al.,
2002). L'utilisation d’un agoniste d’EP4 exacerbe la protéinurie et la fibrose (Mohamed et al.,
2013). L'impact délétere de I'activation d’EP4 n’est en revanche pas observé dans les souris
IL-67-, signe qu’EP4 stimule la réponse inflammatoire dans un contexte de néphropathie
diabétique (Mohamed et al., 2013). De plus, un antagoniste d’EP4 atténue la protéinurie
dans un modeéle chez le rat (Thieme et al., 2017). De maniére intéressante, la méme étude
montre qu’un inhibiteur de COX-2 n’a aucun effet sur le développement de la pathologie.
L'antagonisme d’EP1 et d’EP4 est donc une piste intéressante pour améliorer |'atteinte

glomérulaire, la protéinurie et la fibrose dans la néphropathie diabétique.

Maladies rénales kystiques. L’activité de COX-1 et COX-2 est augmentée dans deux
modeles rongeurs de NPHi, les souris pcy/Nphp3 (Yamaguchi et al., 2014) et les rats
Anks6/Nphpl6 (Sankaran et al., 2007). Une alimentation a base d’huile de lin diminue
I'activité des COXs, réduit la fibrose interstitielle et la croissance des kystes dans les souris
pcy/Nphp3 (Sankaran et al., 2004; Yamaguchi et al., 2015). De plus, l'utilisation d’un
inhibiteur de COX-2 diminue la fibrose interstitielle et les kystes dans les rats Anks6/Nphp16
(Sankaran et al., 2007; lbrahim et al., 2015). La diminution des kystes est en accord avec le
réle connu d’EP2 et d’EP4 dans la production d’AMPc, un messager secondaire augmentant
la kystogenése dans I’ADPKD (Sussman et al., 2020). In vitro, la stimulation d’EP2 et d’EP4
promeut d’ailleurs la kystogenése via la production d’AMPc (Elberg et al., 2007; Lannoy et
al., 2020). De maniére cohérente, I'utilisation d’antagonistes spécifiques d’EP2 et d’EP4 dans
le cadre de la polykystose rénale diminue le développement des kystes (Lannoy et al., 2020).

Cependant, ils induisent une augmentation de la fibrose et de I'inflammation, ce qui aggrave
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le phénotype global des souris (Lannoy et al., 2020). La pertinence de I'inhibition de la voie

des PGs dans les maladies kystiques reste donc a définir.

Etudes chez "Homme. La voie des PGs a déja fait I'objet d’études cliniques chez
I’'Homme dans le cadre des maladies rénales chroniques. D’anciennes études montrent que
les niveaux urinaires de PGE2 sont augmentés dans les maladies rénales chroniques (Blum et
al., 1981; Hommel et al., 1987). L' utilisation d’AINS permet de diminuer la polyurie chez des
patients atteints du syndrome de Bartter (Nising et al., 2001) et du diabéte insipide
(Pattaragarn et Alon, 2003). lls permettent également de diminuer le GFR et I'albuminurie
dans la néphropathie diabétique (Hommel et al., 1987). Cependant, I'effet bénéfique des
AINS semble étre réduit a quelques pathologies, et leur utilisation prolongée peut causer des
maladies rénales aiglies ou chroniques (Drozdzal et al., 2021). L’administration de la PGE1 en
combinaison avec des inhibiteurs de I'enzyme de conversion de I’angiotensine ralentit la
progression vers I'IRT dans une cohorte de patients souffrant de maladies rénales
chroniques diverses en comparaison a |'utilisation des inhibiteurs seuls (Nakayama et al.,
2005). Cet effet positif n’est pas associé a une diminution de la protéinurie ou de la pression
sanguine. Deux études montrent également un effet bénéfique de la PGE1 chez des patients
souffrant de néphropathie diabétique (Wang et al., 2010a; Li et al., 2018). La PGE1 améliore
I’oxygénation du rein des patients (Li et al., 2018). Contrairement aux études de Nakayama
et al. et de Li et al., une diminution de la protéinurie est observée dans I'étude de Wang et
al. (Wang et al., 2010a). Aucune donnée sur la progression vers I'IRT n’est cependant
disponible. Contrairement a I'utilisation des AINS, aucun effet secondaire majeur n’a été

observé avec la PGE1.

c) Conclusion sur la voie de la PGE; dans le traitement des maladies rénales

Les effets de I'inhibition de COX-2, de la PGE1/2 et des agonistes/antagonistes des EPs
sont parfois contre-intuitifs, et proviennent slirement de I'action des autres PGs produites
par COX-2 et de la balance d’activation des différents récepteurs EPs par la PGE2. La PGE2
présente une demi-vie courte. Ainsi, 'inhibition de la dégradation de la PGE1/2 par la 15-
PGDH donne de meilleurs résultats chez la souris que le traitement par la PGE1 ou la PGE2
(Kim et al, 2021). Au vu des effets pléiotropiques de la PGE2, [Iutilisation
d’agonistes/antagonistes spécifiques ainsi que le ciblage spécifique du rein permettraient de
diminuer le risque d’effets secondaires. Pour ce dernier point, de nouvelles méthodes

permettent d’améliorer la délivrance de la PGE2 au rein, en la combinant par exemple a une

88



REVUE DE LA LITTERATURE - Partie3

matrice de collagéne (Chen et al., 2021b). De maniére intéressante, et contrairement a
Iutilisation des AINS, aucun effet secondaire majeur n’a été rapporté chez I’'Homme ou dans
les modeéles murins aprés traitement a la PGE1 ou aux agonistes/antagonistes des EPs. La
seule exception est I'’étude de Lannoy et al. ou les antagonistes d’EP2 et d’EP4 diminuent les

kystes mais augmentent I'inflammation et la fibrose (Lannoy et al., 2020).

Pour conclure, les antagonistes d’EP1 et les agonistes d’EP2 sont des molécules
thérapeutiques prometteuses dans le traitement des maladies rénales chroniques. En
revanche, I'effet d’'EP4 est plus complexe, parfois méme au sein d'un méme modele
expérimental, et EP3 n’a presque pas été étudié. Les résultats issus des essais cliniques de la
PGE1 chez 'Homme sont encourageants quant a I'effet bénéfique de I'activation de la voie

de la PGE2 dans le traitement des maladies rénales.

I1l. La PGE; et le cil

La PGE2 est une piste potentielle dans le traitement des maladies rénales fibrosantes
comme la NPH. Elle a de plus un impact sur le cil primaire, un élément central dans les

ciliopathies.

Poisson zébre (ZF). Un lien entre le cil primaire et les PGs a été mentionné pour la
premiere fois en 2014 (Jin et al., 2014). La lignée de ZF mutante leakytail développe un
phénotype de ciliopathie, avec des défauts cardiaques, une courbure de I'axe du corps, des
défauts de latéralité, une hydrocéphalie et des malformations des otolithes (composant de
I"oreille interne). Les ZF leakytail possedent une mutation dans le géne abbc4, un des
transporteurs de la PGE2. L'injection de MO abbc4 reproduit les phénotypes observés dans
les embryons leakytail, et I'injection de 'ARNm d’abbc4 restaure les phénotypes des ZF
leakytail, prouvant la causalité de ce géne (Jin et al., 2014). L'inhibition de la voie de
biosynthese de la PGE2, avec des MO ou des molécules pharmacologiques, diminue la
qguantité de cellules rénales multi-ciliées dans le pronéphros et I'élongation des cils (Marra et
al., 2019; Chambers et al., 2020). L’expression des genes codant pour Cox-1 et Cox-2 dans les
cellules progénitrices du pronéphros permet I'ancrage des corps basaux et ainsi leur
différenciation en cellules multi-ciliées. En I'absence de Cox-1 et Cox-2, les progéniteurs
deviennent des cellules mono-ciliées, responsables du transport des solutés (Marra et al.,
2019). Les ZF mutants ppargcla expriment moins ptgsl (Cox-1) et présentent moins de

cellules rénales multi-ciliées et des cils plus courts. L'injection de I’ARNm de ptgs1 restaure la
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proportion de cellules rénales multi-ciliées et la longueur des cils (Chambers et al., 2020).
Ces données montrent le role central de la PGE2 dans la formation du cil et le

développement du pronéphros chez le ZF.

Mammifeéres. Le récepteur EP4 a été localisé au cil primaire dans les cellules épithéliales
rénales mIMCD3 pour la premieére fois dans I'étude de Jin et al. précédemment mentionnée
(Jin et al., 2014). L’étude montre que la PGE2 est exportée de la cellule par le transporteur
ABBC4 et se fixe sur le récepteur EP4 au niveau du cil primaire. Il en résulte une
augmentation de I’AMPc grace a l'activité Gas d'EP4. De maniere cohérente avec l'effet
positif de I’AMPc sur la ciliogenése, l'activation d'EP4 augmente la ciliogenése via une
accélération du transport IFT antérograde. (Jin et al., 2014). Depuis ces travaux, plusieurs
études ont montré la présence d’EP4 au niveau du cil ou de la base du cil in vitro dans
d'autres types cellulaires (Li et al., 2021b; Wu et al., 2021). En revanche aucune localisation
ciliaire n'a été démontrée pour EP1, EP2 et EP3. Confirmant les données obtenues dans les
mIMCD3, une étude montre que la PGE2 augmente la ciliogenése dans des cellules de
I’épithélium de la rétine pigmentaire dérivées d'IPSCs, permettant leur maturation (May-
Simera et al., 2018). De maniére cohérente avec les données chez le ZF, les cellules des tubes
neuraux des embryons de souris Ptger4”- (EP4) ont des cils significativement plus courts,
suggérant un role in vivo d'EP4 et de la PGE2 dans I'élongation des cils (Chambers et al.,

2020; Ansari et al., 2022).

En plus de son effet sur la ciliogenése et la longueur des cils, la voie PGE2 ciliaire
participe a la signalisation cellulaire. L'activation du récepteur EP4 dans les mIMCD3
augmente la quantité d’AMPc et la kystogenése de maniére dépendante du cil (Hansen et
al., 2022). De plus, la PGE2 permet un rétro-contréle de la voie Hh dans les mIMCD3. Aprés
liaison de Hh a Patched, Smo et GPR175 entrent dans le cil et inhibent la signalisation AMPc
avec leur activité Gai, levant ainsi la répression sur les facteurs de transcription GLI (Singh et
al., 2015). Cependant, la voie Hh augmente la production de PGE2, qui est transportée hors
de la cellule par le transporteur ABBC4. L’activation du récepteur ciliaire EP4 stabilise la
production d'AMPc grace a l'activité Gas d’EP4, et permet le maintien de la longueur du cil
(Ansari et al., 2022). De maniere cohérente, le cil primaire permet I’activation de la voie de la
PGE2 dans d’autres types cellulaires pour médier une réponse cellulaire (Wann et al., 2012;
Delaine-Smith et al., 2014; Li et al.,, 2020; Mc Fie et al., 2020; Li et al., 2021b). A titre

d’exemple, les vibrations de faible magnitude a haute fréquence augmentent Ia
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différentiation des ostéoblastes grace a I'activation dépendante du cil de la voie de la PGE2

(Li et al., 2021b).
En conclusion, la PGE2 augmente la ciliogenése et la longueur des cils, in vitro via la

stimulation de ’AMPc, mais également in vivo chez le ZF et |a souris. La PGE2 est également

essentielle pour certaines voies de signalisation ciliaires.
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PARTIE 1 : Les agonistes des récepteurs a la prostaglandine E2 comme
premiere approche potentielle dans le traitement de la
Néphronophtise et les ciliopathies associées.

Préambule

Notre laboratoire travaille sur la NPH. Deux des principaux axes de recherche sont
I'étude des mécanismes pathophysiologiques et l'identification de nouvelles cibles
thérapeutiques. En effet, bien que la NPH soit la premiére cause génétique d'IRT avant I'dge
adulte, il n'existe aucun traitement permettant de ralentir la progression de la maladie et de
repousser I'age de la greffe. Le laboratoire a donc effectué un crible d’'une banque de
molécules approuvées par la FDA sur des lignées cellulaires (MDCK, mIMCD3) invalidées
pour Nphpl, le gene le plus fréquemment muté dans la NPH. Ce crible a mis en lumiere
I'effet bénéfique d’un analogue de la PGE2, la PGE1. Cette molécule présente un effet
bénéfique et robuste sur des cellules tubulaires provenant des patients NPHP1 et présentant
un défaut de ciliogenese. Des agonistes ciblant certains des récepteurs a la PGE2 ont ensuite
été validés dans les ZF nphp4 et les souris Nphp1” ou ils ont montré un effect protecteur sur
les phénotypes ciliaires, rénaux et rétiniens. Enfin, des études cellulaires et
transcriptomiques ont permis de déterminer les voies de signalisation communes aux
modeles in vitro et in vivo permettant d’expliquer les effets bénéfiques de la PGE1. Ces
résultats placent les agonistes des récepteurs a la PGE2 comme premiére approche

thérapeutique potentielle pour la NPH.
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Nephronophthisis (NPH) is an autosomal recessive tubulointerstitial nephropathy
belonging to the ciliopathy disorders and known as the most common cause of heredi-
tary end-stage renal disease in children. Yet, no curative treatment is available. The
major gene, NPHP1I, encodes a protein playing key functions at the primary cilium and
cellular junctions. Using a medium-throughput drug-screen in NPHPI knockdown
cells, we identified 51 Food and Drug Administration-approved compounds by their
ability to alleviate the cellular phenotypes associated with the loss of NPHP1; 11 com-
pounds were further selected for their physicochemical properties. Among those com-
pounds, prostaglandin E; (PGE1) rescued ciliogenesis defects in immortalized patient
NPHPI urine-derived renal tubular cells, and improved ciliary and kidney phenotypes
in our NPH zebrafish and NphpI knockout mouse models. Furthermore, Taprenepag,
a nonprostanoid prostaglandin E, receptor agonist, alleviated the severe retinopathy
observed in NphpI~'~ mice. Finally, comparative transcriptomics allowed identification
of key signaling pathways downstream PGE1, including cell cycle progression, extracel-
lular matrix, adhesion, or actin cytoskeleton organization. In conclusion, using in vitro
and in vivo models, we showed that prostaglandin E, receptor agonists can ameliorate
several of the pleotropic phenotypes caused by the absence of NPHP1; this opens their
potential as a first therapeutic option for juvenile NPH-associated ciliopathies.

kidney | primary cilia | nephronophthisis | drug-screen | prostaglandins

Renal ciliopathies are a group of hereditary diseases caused by mutations in genes
encoding proteins playing a role at the primary cilium, a microtubule-based cellular
antenna found on almost all vertebrate quiescent cells, which controls key signaling
pathways during development and tissue homeostasis (1). In the kidney, as well as in
other organs, the primary cilium also acts as an essential mechanosensor through which
luminal flow controls tubule diameter and renal epithelium maintenance, explaining
the presence of tubular cysts in most renal ciliopathies. Renal ciliopathy spectrum
includes autosomal dominant polycystic kidney disease (ADPKD), autosomal recessive
polycystic kidney disease, and cystic dysplasia, which are all characterized by enlarged
kidneys with numerous cysts (2). It also encompasses nephronophthisis (NPH) that,
on the other hand, is generally characterized by small kidneys and progressive tubuloin-
terstitial fibrosis, associated with corticomedullary cysts, leading to end-stage renal
disease (ESRD) at a median age of 13 y old. NPH is the first monogenic cause of pedi-
atric ESRD, representing up to 10% of incident cases in developed countries (3, 4).
Recent publications have demonstrated that NPH may also occur in adulthood, lead-
ing to late-onset ESRD (up to 61 y old) (5). Extrarenal involvements may include reti-
nal degeneration (Senior-Leken syndrome), cerebellar ataxia, skeletal anomalies, and
liver fibrosis (6).

To date, more than 23 genes have been linked with NPH, the most frequent being
NPHPI with nearly 25% of affected individuals harboring a homozygous deletion of
this gene. NPHP genes encode proteins that form different complexes along the cilium
(7). Their mutations are not associated with a complete loss of cilia; they rather lead to
subtle phenotypes, such as decreased proportion of ciliated cells, increased cilium
length, and ciliary membrane composition defects, which result in defective cilia-
dependent signaling (8-10). Besides cilium dysfunction, several NPH-associated gene
products, including NPHP1 and its partner NPHP4, have also been involved in the
control of cell migration, adhesion and apico-basal cell epithelialization, through the
regulation of cytoskeletal organization (8, 11-14).
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To date, the only available treatments for NPH patients are
dialysis and renal transplantation. As other chronic tubulointersti-
tial nephropathies characterized by the absence of hypertension or
overt albuminuria (except in late stages of the disease), nonspecific
nephroprotective treatments by renin-angiotensin system blockade
did not delay progression to ESRD (15). Similarly, as enlarged
cystic kidneys are uncommon in juvenile NPHPI-associated
NPH, molecules developed to limit cyst growth in the context of
ADPKD (16, 17)—such as the selective angiotensin-vasopressin
type 2 (AVPR2) antagonist Tolvaptan, the CDK inhibitor Rosco-
vitine, or the somatostatin-analog Octreotide—are unlikely to be
relevant. Nevertheless, several other molecules were recently
pointed out in in vitro and in vivo NPH models including the
Hedgehog agonist Purmorphamine, f-catenin inhibitors, ROCK
inhibitors, or the flavonoid Eupatilin (4). On the other hand,
even though gene therapy has been successfully implemented in
early human retinal ciliopathies thanks to local administration of
adeno-associated viruses (18), efficient gene therapy in NPH
would rather represent a clinical challenge given the lack of effec-
tive administration modes for gene delivery in the kidney.

Here, after having performed in vitro screens of small chemi-
cal compounds for their ability to lessen phenotypes associated
with the loss of NPHPI, we identified prostaglandin E;
(PGE1) and other agonists of prostaglandin E, (PGE2) recep-
tors as a class of molecules that restore ciliary defects in vitro as
well as kidney and retina-associated phenotypes in vivo in both
a zebrafish NPH model and Nphp! knockout (KO) mouse.
Also, different transcriptomic approaches showed that these
phenotypic restorations can be matched to the effects of these
agonists on shared cellular pathways.

Results

Identification of Compounds Able to Rescue NPHP1-Associated
Cellular Phenotypes. We designed an in vitro high-throughput
phenotypic drug-screen strategy based on the Prestwick Chemi-
cal Library, a collection of 1,120 off-patent small molecules
of which 95% are approved by the Food and Drug Agency,
European Medicines Agency, or other agencies. The screen was
performed on the two most widely used renal cell models to
study ciliogenesis and ciliopathies—that is, the mouse inner
medullary collecting duct (mIMCD3) and canine Madin-
Darby canine kidney (MDCK) cells—in which the expression
of Nphpl was knocked down (KD) through stable expression
of short-hairpin RNA (NPHP1_KD).

NPHP1_KD mIMCD3 cells display impaired ciliogenesis
with a decreased percentage of ciliated cells, as we previously
reported for NPHP1_KD MDCK cells (8), as well as abnor-
mally increased cell migration during wound-healing assays (57
Appendix, Fig. S1 A-F). Using fluorescence microscopy-based
automated strategies (S/ Appendix, Fig. S1G), 51 hits were
identified based on their ability to restore cell migration and cil-
ium count defects in either mIMCD3 or MDCK NPHP1_KD
cells. Hence, 11 compounds belonging to the different pharma-
cological classes were selected based on their effects on the ana-
lyzed phenotypes, on the absence of obvious toxicity (decrease
cell count and/or inhibition of cell migration), and on their
chemical action or physicochemical properties that may be rele-
vant in NPH: known or suspected effects on cilium-associated
pathways, actin cytoskeleton organization and microtubule
polymerization, RhoGTPase activity, cAMP regulation, signal-
ing pathways (e.g., JNK, ERK/MAPK, or Wnt), or their
involvement in processes such as fibrosis-related pathways or

nephroprotective properties (S Appendix, Fig. S1G and Table S1).

https://doi.org/10.1073/pnas.2115960119

Rescue of Defective Ciliogenesis in NPHP1 Patients’ Renal
Cells by PGE1. The efficiency of the 11 most interesting hits
was further validated in urine-derived renal epithelial cells
(UREC:s), a valuable source of cells from NPH individuals, pre-
viously described as a model to study ciliogenesis and ciliary
functions in the context of ciliopathies (19). Primary URECs
were collected either from individuals carrying biallelic muta-
tions in NPHPI (NPHPI, hereafter Ptl-11), from age-
matched control individuals (CTL, hereafter CTL1-5), or from
individuals presenting with a nonciliopathy-related chronic kid-
ney disease (CKD, hereafter CKD1-4) (SI Appendix, Table
S2), and were immortalized through the expression of a ther-
mosensitive SV40 T-antigen. Transcriptomic analyses (S/
Appendix, Fig. S2A) showed that both primary and immortal-
ized URECs exhibit similar expression levels of renal tubular
epithelial cell markers, confirming their tubular origin. As
expected, the immortalized URECs showed persistent prolifera-
tion at permissive temperature (33 °C) but not at nonpermis-
sive temperature (39 °C), as monitored by the loss of SV40
T-antigen and Ki67 nuclear staining in the latter condition (57
Appendix, Fig. S2 B-D).

In order to evaluate ciliogenesis in immortalized URECs, we
set up a semiautomated pipeline based on basal-body (y-Tubu-
lin) (Fig. 14, red) and ciliary membrane (ARL13B) (Fig. 14,
green) markers to quantify cilium count. At nonpermissive
temperature, URECs from NPHPI individuals presented a sig-
nificant decrease of cilium count (Fig. 1B and S/ Appendix,
Table S2), which was associated with an increased proportion
of cells presenting with two spots of CP110 per centrosome,
indicative of an early blockage of ciliogenesis in NPHPI
UREC:s (ST Appendix, Fig. S3).

Before assessing the effect of the 11 molecules on URECs,
we evaluated the nontoxic range of doses at which they could
be used (87 Appendix, Table S1). The highest nontoxic concen-
tration, as well as 1-log and 2-log concentrations, were chosen
to carry out the ciliogenesis assay on one of the NPHPI UREC
(Pt1). A robust increase of cilium count was observed for
Alprostadil (ALP; +1.53), a synthetic analog of the natural
occurring PGE1, whereas the other compounds showed modest
positive or negative effects on ciliogenesis (Fig. 1C). PGEl
(ALP) is a type-E prostaglandin analog which exerts various
effects in inflammation, pain, vascular tone, or renal function,
that are mainly mediated by its four receptors, EP1-4 encoded
by PTGERI-4 (20). Notably, EP1—4 receptors are expressed in
the URECs, predominantly EP2 and EP4, as revealed by qRT-
PCR analyses (SI Appendix, Fig. S4A).

We first performed a dose—response analysis for ALP and
determined the half maximal effective concentration (ECs) at
13.75 nM, while the maximal effect on cilium count was
observed for concentrations above 1 pM (Fig. 2 A and B).
Based on these results, the following experiments were per-
formed using 2 pM ALP. In addition, Dinoprostone (DINO),
a synthetic version of the natural occurring PGE2, showed a
similar effect as ALP (S Appendix, Fig. S4B), supporting the
positive impact of prostanoids on cilia count in NPHPI
URECGs. The positive effect of ALP on ciliogenesis was
observed in other NPHPI URECs (Pt3—4 and 6-11) but not
in CTL, even in the one with a low proportion of ciliated cells
(Fig. 2Cand SI Appendix, Fig. S4 C and D), indicating its spe-
cific efficiency toward NPHPI URECs. It also showed a small
but significant positive effect on CKD URECs, indicating that
PGEI could also ameliorate ciliogenesis in a different patholog-
ical context. Furthermore, beyond the restoration of ciliogene-
sis, ALP also restored ciliary composition with an increased
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Fig. 1. Drug screen in NPHP1 urine-derived renal epithelial cells (URECs). (A) Representative images of immunofluorescence of primary cilia (ARL13B, green),
basal bodies (y-Tubulin, red), and nuclei (DAPI, blue) in URECs derived from NPHP1 patients (NPHP1), control individuals (CTL), and CKD patients 5 d after
seeding. (Scale bar, 10 uM.) (B) Quantification of ciliogenesis in NPHP1 (n = 11), CTL (n = 6), and CKD (n = 5) URECs expressed as the mean for all individuals
and shown using a box-and-whisker plot. n = 1 to 15 experiments (mean of 3.5 experiments per cell line). Mixed linear-regression model with quasibinomial
penalization taking into account the correlation of observations coming from the same individuals using a random effect on the cell line: ***p < 0.001,
****P < 0.0001, ns: not significant. (C, Left) NPHP1 URECs (Pt1) were treated for 2 d with the 11 selected compounds from the primary screen and ciliogene-
sis was evaluated 5 d after seeding. (Right) Quantification of ciliogenesis. A: ALP, 200 nM; B: Cyproheptadine, 1 pM; C: Ethopropazine, 50 nM; D: Fluticasone,
10 nM; E: Methotrexate, 400 nM; F: Mycophenolic acid, 200 nM; G: Paclitaxel, 100 pM; H: Pyrimethamine, 500 nM; I: Simvastatin, 10 nM; J: Tropisetron, 2 pM;

K: Verapamil, 80 nM. Mean + SEM n = 1 to 2 experiments.

percentage of Adenylate Cyclase 3 (ADCY3)™ cilia, associated
with an increased intensity of ciliary ADCY3 (Fig. 2 D-F).

Generation of an Nphp1 KO Mouse Model Showing Severe
Retinopathy and Renal Tubule Dilatation. One of our next
aims was to test the therapeutic potential of PGE1 in a Nphpl
mouse model. Since previously generated models were not
reported to exhibit kidney phenotype (21, 22), we generated a
Nphpl KO mouse using the CRISPR/Cas9 system, which har-
bors a deletion of the start codon within the first exon of
Nphpl resulting in a complete loss of Nphpl mRNA and pro-
tein expression (S/ Appendix, Fig. S5), similarly as observed in
most NPHPI patients (23).

The Nphpl "~ mice displayed a retinopathy (SI Appendix,
Fig. S6), which was more severe than in the previously
described Nphpl mutant mice (22, 24) with a drastic loss of
photoreceptors observed as early as postnatal day (P)21 (87
Appendix, Fig. S6 A and B), associated with a complete loss of
the scotopic response (S Appendix, Fig. S6C).

Interestingly, histological examination of the kidneys
revealed the presence of tubular dilatations in the cortex of
NphpI™"~ mice as early as 2 mo and more evidently at 5 mo of
age (SI Appendix, Fig. S7 A-E). A strong association was
observed between the number and size of dilatations per kid-
ney, and the “dilatation index” values for these two parameters
showed a progression of kidney damages between 2 and 5 mo
(81 Appendix, Fig. S7 F-I). Despite the presence of tubular dila-
tations, renal function was not impaired in 5-mo-old Nphpl~’
" mice (S Appendix, Fig. S7 J-M), indicating that our mouse

PNAS 2022 Vol.119 No.18 2115960119

model recapitulates only the early stage of the renal disease,
consistent with the juvenile form of the disease in humans.

Further characterization of these dilatations revealed that
they mainly affect the connecting tubules (CNT) as well as the
junction between the CNT and the distal convoluted tubules
(DCT2) (SI Appendix, Fig. S8 A and B). Notably, in kidney
biopsies from patients carrying homozygous deletion of
NPHPI, tubular dilatations were observed in similar tubular
segments as well as in the loop of Henlé (S Appendix, Fig.
S8(). These data pointed to a specific role for NPHP1 in the
homeostasis of the DCT/CNT region both in mice and
humans.

In Vivo Validation of Prostaglandin-Related Molecule in
Murine Nphp1 KO Model and NPH Zebrafish Model. We next
investigated whether treatment with the PGEl analog ALP
could have a positive effect on the number and size of tubular
dilatations in 5-mo-old NphpI ~/~ mice. ALP was administrated
intraperitoneally (80 pg/kg, i.p.) daily to I-mo-old male
NphpI™™* and NphpI™"~ mice for 4 mo without any impact
on growth or survival (S Appendix, Fig. S9A). Histological
analyses revealed that the number and total area of tubular dila-
tations were reduced in Nphpl™"~ mice by ALP treatment,
resulting in a significant decrease in the dilatation index with a
linear correlation (Fig. 3 A and B and S Appendix, Fig. S9 B
and C). In addition, measurements of cilium length showed
that cilia were longer in the dilated regions of Nphp1 ~~ mouse
(Fig. 3 C and D and SI Appendix, Fig. S104), as observed in
other NPHP models (25). We also detected longer cilia in the
kidney tubules from individuals with mutations in NPHPI (S

https://doi.org/10.1073/pnas.2115960119 3 of 11



Downloaded from https://www.pnas.org by 193.49.37.239 on April 28, 2022 from IP address 193.49.37.239.

A DMSO ALP B » 2 uM P
D§° l 100 ek I'IS i
2 )y
1] e é 80
32 2
g S & 40
= o2 1 2
E [&] 20 DDMSO
B B@ALP
2, e 0
ARL13B/y-Tubulin/DAPI 101 2 3 4 NPHP1 CTL  CKD
log [ALP] (nM)
D
E F
ek ns
801 ns g 2.01 *k ns
5 s 2 .
2 60 . . €15
< o -— °
3 . &
L ® 5 S
s 240 . —— 510 . .
T E o0 fa) . a ,
o8 ®e <C ey o
'3 @ L ks o0 o
a 20| ege ° = 0.51 =
O =
- L 2
e k)
E 0 £ 0.0
= ALP -+ -+ ALP S S
NPHP1 eTL NPHP1 Il

ADCY3/ARL13B/DAPI

Fig. 2. Validation of prostaglandin signaling as a target in NPHP1-defective renal cells. (A) Representative images of immunofluorescence of primary cilia
(ARL13B, green), basal bodies (y-Tubulin, red), and nuclei (DAPI, blue) in NPHPT URECs 5 d after seeding treated for 2 d with DMSO (0.04%) or ALP (2 pM).
(Scale bars, 10 pM.) (B) Quantification of ciliogenesis in one NPHP1 UREC (Pt1) exposed for 2 d to increasing concentrations of ALP. Mean + SEM n =2to 4
experiments. Nonlinear regression. (C) Quantification of ciliogenesis in URECs derived from NPHP1 patients (NPHP1, n = 11), CTL individuals (n = 6), and CKD
patients (n = 5) exposed for 2 d to DMSO (0.04%) and ALP (2 uM). Results are expressed as the mean for all individual categories and are shown using
a box-and-whisker plot. n = 1 to 15 experiments per cell line (mean of 3.5 experiments per cell line). Mixed linear-regression model with quasibinomial
penalization taking into account the correlation of observations coming from the same individuals using a random effect on the cell line: ***P < 0.001,
**%%P < 0.0001, ns: not significant. (D) Representative images of immunofluorescence of ADCY3 (green), primary cilia (ARL13B, red), and nuclei (DAPI, blue)
in NPHP1 and CTL URECs. Arrows indicate ARL13B™ cilia. (Scale bars, 10 pM.) (€ and F) Quantification of the percentage of ADCY3* cilia (£) and of the intensity
of ADCY3 in those cilia (F) in NPHP1 (n = 5) and CTL (n = 4) URECs 5 d after seeding treated for 2 d with DMSO (0.04%) or ALP (2 pM). Each dot represents
one individual cell line. Bars indicate mean. n = 3 experiments. Mixed linear-regression model with quasibinomial penalization (£), Mann-Whitney U test
(NPHP1 vs. CTL) and paired Student’s ¢ test (DMSO vs. ALP) (F): **P < 0.01, ns: not significant. AU: arbitrary unit.

Appendix, Fig. S10 B and C) Notably, ALP treatment short-
ened cilia length in NphpI™"~ mice to values similar to those in
control mice (Fig. 3 Cand D and SI Appendix, Fig. S10A).
Despite the fact that interstitial fibrosis is the main character-
istic of NPHP1-associated NPH in humans (4), it was not
obviously detected by histology in our mouse model. We per-
formed qRT-PCR analysis of several proﬁbrogemc markers in
the kidneys of 5-mo-old Nphpl mice (Fig. 3E and S/
Appendix, Fig. S11 A-E). Among those markers, expressmn of
Collal was slightly increased in the kidneys of Np/}p] mice
and attenuated by ALP treatment (Fig. 3F). To gain further
insights into the potential beneficial effect of PGE1, we realized
a global unsupervised transcrlptomlc analysis of whole kidneys
from control and Nphpl~ "~ mice (Fig. 3F and SI Appendix,
Fig. S11F). This analysis using the gene ontology (GO), Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG), and DisGe-
NET, and Reactome datasets revealed that renal fibrosis disease
concept (#C0151650) was significantly enriched in Nphpl™'~
kidneys (P = 1.0E-10), in addition to several other up-
regulated pathways (SI Appendix, Fig. S11F and Dataset S1),
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including extracellular matrix organization (P = 1.7E-18) and
inflammation (response to cytokines, P = 2.3E-07). Further-
more, the up-regulation of most of these pathways was blunted
by PGElL treatment, together with additional ones, such as
mitotic cell cycle (P = 7.6E-07) and DNA damage response
(P = 5.1E-04) (Fig. 3F and Dataset S2), confirming its global
beneficial effect on pathways known to be dysregulated in the
context of NPH (4). Interestingly, some of the genes that did
not show 51gn1ﬁcant changes by qRT -PCR, were indeed found
to be up-regulated in Nphpl™"~ mice (Col3al: +1.54; Acta:
+1.26), with a beneficial effect of PGE1 treatment (Col3al:
+0.68; Acta2: +0.80).

Overall, these data showed that PGE1 treatment is able to
attenuate the renal manifestations associated with the loss of
Nphpl, including the formation/extension of tubular dilata-
tions, early up-regulation of fibrosis markers and extracellular
matrix components, as well as abnormal cilia.

Along with the mouse model, the effect of prostaglandin-
related analogs was further examined in zebrafish, a widely used
model to study cilia function in context of ciliopathies (26).
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Fig. 3. In vivo validation of the effect of ALP treatment on Nphp1~'~ kidney. (A) Representative images of PAS staining of kidney sections from 5-mo-old
Nphp1*™+ and Nphp1~'~ mice treated daily with vehicle (PBS) or ALP (80 ug/kg) from month 1 to month 5. (Scale bar, 50 um.) An asterisk signifies tubular dila-
tations. (B) Dilatation index for 5-mo-old Nphp1** and Nphp?1~/~ mice upon ALP treatment. (Upper) Dilatation index for the number of dilatation/10 um?
(cortex). (Lower) Total area covered by dilatations/cortex area. n = 9 to 10 male mice for each genotype/treatment. 22 test: *P < 0.05. () Representative
images of immunostaining of 5-mo-old Nphp1*™* and Nphp1~/~ kidney sections upon ALP treatment with anti-Calbindin (CNT, green), anti-ARL13B (cilia, red),
anti-Barttin (TAL, DCT, and CNT, gray) antibodies, and DAPI (nuclei, blue). (Scale bar, 5 pm.) (D) Quantification of cilium length in CNT and DCT2 of 5-mo-old
Nphp1*+ and Nphp1~~ mice upon ALP treatment. n = 3 male mice for each genotype/treatment. Each dot represents one cilium. () gRT-PCR analysis of
Col1a1 expression from 5-mo-old Nphp1** and Nphp1~'~ kidneys upon ALP treatment. Each dot represents one individual mouse. For D and £, bars indicate
mean. One-way ANOVA followed by Holm-Sidak’s posttest: *P < 0.05, **P < 0.01, ns: not significant. (F) Significantly differentially expressed genes (DEGs)
detected by RNA-seq in 5-mo-old Nphp7~/~ mice upon ALP treatment. (Left) Heatmap of the 112 genes from the dataset of Nphp1** (n = 4), Nphp1~/~ PBS
(n = 5), and Nphp1~~ ALP (n = 5) treated mice using signal log-ratio values. Each row represents a gene with up- (red) and down-regulated (blue) expression.
(Right) Pertinent down- (light gray) or up-regulated (dark gray) pathways or processes involving these genes highlighted using Metascape. ECM, extracellular
matrix; TAL, thick ascending limb of the loop of Henle.
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We used the nphp4 morpholino model, for which we and other
have reported cysts in the proximal part of the pronephros, as
well as ciliogenesis defects and defects in cloaca formation in its
distal end (27, 28). This model is relevant as NPHP1 and
NPHP4 play similar roles at the transition zone and cellular
junctions; and their loss-of-function in patients, as well as in

PNAS 2022 Vol.119 No.18 2115960119

other animal models, results in identical phenotypes (1, 2). In
addition, EP receptors, in particular EP2 and EP4, are
expressed in zebrafish pronephros (29). Treatments with PGE1
(ALP) or PGE2 (DINO) molecules resulted in a significant
decrease in the proportion of #php4 morphants with severe pro-
nephric cysts (SI Appendix, Fig. S12 A-C). ALP treatment also
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reduced the proportion of nphp4 morphants with cloacal dilata-
tions (S Appendix, Fig. S12D) and partially restored cilium
length with a loss of significant difference between control and
morphants upon treatment (S Appendix, Fig. S12E). Overall,
these results obtained in zebrafish provide evidence that PGE2
analogs can prevent dilatations of the renal tubules as well as
ciliary defects in other in vivo models of NPH.

In addition to kidney, we investigated whether EP agonists
could hamper retinal degeneration. Notably, EP2 is the most
predominantly expressed PGE2 receptor in the eye (30) and
the EP2 agonist Taprenepag has been previously used in the
context of glaucoma in humans (31). In our prplil* mouse
model, the retinopathy was observed as early as P14 and a loss
of light-detection capacity as early as P21 (S Appendix, Fig.
S6). Based on these results, Tapreneprag was injected every 3 d
(18 mg/kg, i.p.) from P6 to P21 without deleterious effect on
body growth compared to Solutol-treated control mice (857
Appendix, Fig. S13). Treatment with the EP2 agonist led to a
partial preservation of the outer nuclear layer of the photore-
ceptor cells in Nphpl™'~ mice at P21 (Fig. 4 A and B) and to
an improvement of the light-detection capacity of the photore-
ceptors with an increased magnitude of 4-wave on ERG (Fig. 4
Cand D).

Alrogether, these results indicate that treatment with prosta-
glandin agonists could partially prevent both renal and retinal
ciliopathy-related phenotypes.

Molecular Analysis of PGE1 Treatment in URECs. Our last aim
was to better understand the mechanism underlying the benefi-
cial effect of PGE1 on ciliogenesis. gRT-PCR analyses showed
URECs mostly express EP2 and EP4 (SI Appendix, Fig. S4A4),

IPL
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which are both coupled to GaS and stimulate cAMP produc-
tion through activation of adenylate cyclases (AC) in response
to agonist stimulation (20). Accordingly, treatment with ALP
increased cAMP production in UREC:s to a level similar to that
of forskolin (SI Appendix, Fig. S14A) and increased the phos-
phorylation of protein kinase A (PKA) substrates (S/ Appendix,
Fig. S14 B and (). Interestingly, EP4 agonists or increased
cAMP production with the AC activator forskolin exert positive
effects on ciliogenesis through stimulation of intraflagellar
transport (32, 33). Taken together, these results show that ALP
treatment activates the cAMP pathway in URECs, which may
explain the improved ciliogenesis in NPHPI conditions.
Accordingly with this statement, forskolin treatment showed a
similar positive effect on ciliogenesis as that observed with ALP
(ST Appendix, Fig. S14 D and E). Finally, in agreement with
the down-regulation of cell cycle progression in PGEl-treated
kidneys (Fig. 3F), treatment of kidney tubular cells with PGE1
was shown to increase the expression of p27kipl (34, 35), a
key positive regulator of quiescence and ciliogenesis (36-38),
which was reported to be positively regulated by cAMP (39).
Indeed, treatment of NPHPI URECs with PGE! significantly
increased the proportion of p27kip1™ nuclei (SI Appendix, Fig.
S14 Fand G), which likely contributes to its positive effect on
ciliogenesis.

In order to identify additional functional downstream signal-
ing pathways associated with the positive effects of PGE1 in
NPHPI models, we performed comparative transcriptomic
profiling analysis in NPHPI URECs. First, we performed
transcriptomics analysis in NPHPI URECs (Ptl) exposed to
either DMSO or 2 pM ALP under the same conditions as for
ciliogenesis assays and identified 457 differentially expressed
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Fig. 4. Effect of Taprenepag, an EP2 agonist, on the Nphp1~/~-associated retinopathy. (A) Representative images of H&E staining of retina sections from
P21-old Nphp1** and Nphp7~'~ mice treated every 3 d with vehicle (5% Solutol) or Taprenepag (18 mg/kg) from P6 to P21. (Scale bar, 50 um.) (B) Quantifica-
tion of ONL/OPL thickness ratio in retinas from P21 Nphp1~/~ mice treated with vehicle (n = 8) or Taprenepag (n = 9). Each dot represents one mouse. Bars
indicate mean. (C) Scotopic ERG recordings of P21-old Nphp1** or Nphp1~/~ retinas upon vehicle or Taprenepag treatment. (D) Quantification of scotopic
a- (Left) and b-wave (Right) amplitude versus stimulus intensity (log) in P21 Nphp1~~ mice treated by vehicle (SOL, n = 6) or Taprenepag (n = 7).
Mann-Whitney U test: *P < 0.05, ns: not significant. Dots indicate mean + SEM. INL, inner nuclear segment; IPL, inner plexiform layer; IS, inner segment;
ONL, outer nuclear segment; OPL, outer plexiform layer; OS, outer segment; RPE, retinal pigmented epithelium; SOL, Solutol; TAP, Taprenepag.
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protein-coding genes (150 up-regulated, 307 down-regulated).
In parallel, we employed RNA-sequencing (RNA-seq) analysis
on NPHPI UREC:s (including Pt2 and Pt8) and control lines
(including CTL5 and CTLS8), and revealed 2,259 dysregulated
genes in absence of NPHPI. We then compared the two
gene lists and identified 128 dysregulated genes in NPHPI
URECs (31 genes down-regulated and 97 up-regulated) that
were inversely modulated upon ALP treatment (Fig. 54 and
Dataset S3).

Pathway enrichment analysis using the GO, KEGG, and
Reactome datasets revealed that, in agreement with the analysis
of the Nphpl™ "~ mice kidneys (Fig. 3F and SI Appendix, Fig.
S11F), the 128 dysregulated genes were predominantly
involved in the regulation of actin cytoskeleton (P = 1.0E-06),
focal adhesion (P = 7.9E-006), extracellular matrix—receptor
interaction (P = 2.5E-00), and integrin cell surface interactions
(P = 4.7E-05). In addition, several pathways crucial for
mitochondrial function commonly impaired in CKDs were
also modulated, including positive regulators of fatty acid oxi-
dation (FAO; P = 4.4E-04) (40) and the response to hypoxia
(P =9.1E-07) (41). Several dysregulated genes were also associ-
ated with renal fibrosis, including the renal profibrotic factors
GREM1I and THBSI (42, 43), as well as negative regulators of the
mammalian target of rapamycin (mTOR) pathway (DEPTOR)
(44) or cyclic AMP signaling (PDE7, PKIA, ANX3), consistent
with known signaling pathways downstream of EPs (45) and
with our observations. Furthermore, in agreement with the posi-
tive effect of ALP on ciliogenesis, 65 of the 457 ALP-regulated
genes were found to be cilium-related (Fig. 58 and Dataset $4).
Among those 65 genes, ABLIM3 encoding an actin modulator,
which negatively regulates ciliogenesis (46), was down-regulated
after PGE1 treatment, whereas A7TOHS, encoding an homolog
of the positive regulator of ciliogenesis ATOHI1 (47, 48), was
up-regulated.

To validate our transcriptomic analyses, we then selected 11
dysregulated genes belonging to the main pathways/cellular
processes identified, including genes associated with cell adhe-
sion (LAMC2, ITGA?2), renal fibrosis (THBS1, HAS3, LAMC2,
ITGA2), regulation of cAMP (PKIA), mTOR (DEPTOR), and
FAO (CPT1A, PGCIA), as well as potential modulators of cil-
iogenesis (ABLIM3, ATOHS). qRT-PCR analyses in several
NPHPI URECs confirmed the effect of ALP treatment on
both the up- and down-regulation of most of the genes tested
(Fig. 5C). Those results showed that, similarly as in Np/opl
mouse kidneys, PGE1 treatment down-regulated expression of
almost all extracellular matrix components, integrin signaling,
and actin cytoskeleton regulators. The up-regulation of Rho
GTPase activity, which could be linked to a global
up-regulation of actin and adhesion-related processes, was evi-
denced in several ciliopathy conditions and was involved in the
associated ciliary defects (49). Notably, we confirmed that
PGE1 treatment also decreased the amount of active RhoA in
NPHPI UREC:s (Fig. 5D).

Altogether, our results suggest that a prostaglandin compound
would be able to restore ciliary and profibrogenic pathway in
NPHPI-deficient cells through modulation of cell cycle progres-
sion, actin, adhesion, and extracellular matrix cues (Fig. 5E).

Discussion

There is approximatively less than 5% of treatment available
for the more than 7,000 orphan diseases so far identified,
most of which have genetic causes (50). The work presented
here exemplifies the principle of identification of small
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pharmacological molecules to compensate genetic defects as a
source for potential therapeutic agents. A phenotypic screening
strategy using a reference kidney cell line derived from an
NPHP]I patient led to the rapid hit identification of a prosta-
glandin (PGE1, ALP) that reverted whole-locus NPHPI
deletion-associated ciliary phenotypes, an effect confirmed
using a panel of NPHPI patient-derived cell lines. In vivo,
PGELI lessened the renal phenotypes observed in both NPH
zebrafish model and novel Nphpl KO murine model. In addi-
tion, another PGE2 receptor agonist (Taprenepag) with an
orthogonal chemical structure ameliorates the severe retinopa-
thy found in Nphpl™~ mice.

Although ciliary defects observed in the different NPHP1
in vitro and in vivo models are variable, they are all rescued by
PGE1 treatment. Our present and past analyses consistently
indicate that the loss of NPHP1 in kidney epithelial cells results
in decreased ciliogenesis, which was linked to epithelialization
delay in MDCK grown in two-dimensional conditions (8). It is
noteworthy that when NPHP1_KD MDCK cells are grown in
three-dimensions (spheroids), cilia get longer, as 51mllarly
observed in vivo in the kidneys of both Nphpl™'~ mice and
patients. As for NPH zebrafish and other ciliopathy models, cil-
iogenesis is decreased and cilia are shorter in the distal proneph-
ros (26). Importantly, the length of primary cilia depends on
various factors, including microtubule and actin cytoskeleton
dynamics, epithelialization, and signaling pathways such as
ROS, mTOR, cAMP, and cell cycle, which may be differen-
tially regulated in different tissues and altered in NPH models
(1, 4). This diversity of processes that influence ciliogenesis and
cilium length could explain why, depending on the cellular or
animal models, we observed different ciliary phenotypes.

Thus, the decreased ciliogenesis observed in vitro in
NPHPI-deficient kidney tubular cells grown in standard cul-
ture conditions is a robust proxy, which led to the identifica-
tion of PGE1 as a molecule that restores ciliogenesis defects in
all other NPH models.

Several studies support the principle of our findings linking
PGE2 receptor stimulation to ciliogenesis, which is mediated
by downstream cAMP signaling (32, 33). Interestingly, ciliopa-
thies associated with mutations in NPHP or IFT genes have
been independently linked to a down-regulation of cAMP/PKA
signaling associated with a decrease of ciliary localization of
ADCY3 (9, 10, 51). In addition, increasing cAMP using for-
skolin was shown to ameliorate cilium count and length in
CEP290-defective fibroblasts (10). In our study, we show that
PGELI treatment rescues ciliogenesis as well as the percentage of
ADCY3" cilia in NPHPI URECs, and that this effect is linked
to downstream cAMP production.

While the positive effect of EPs/cAMP on ciliogenesis was
previously linked to a stimulation of intraflagellar transport
(32, 33), our data also point to additional contributors. As
reported for PGE2 (34, 35), we showed that PGE1 treatment
increased the proportion of cells expressing p27kipl, a main
positive regulator of quiescence (Gy), a stage of the cell cycle
during which ciliogenesis occurs (37). The expression of
p27kipl is tightly controlled during the cell cycle but mainly at
the protein level by ubiquitin-dependent degradation (52),
explaining why it did not appear in our various transcriptomic
analyses. Interestingly, negative regulators of p27Kipl, such as
CKS1B (53), were down-regulated (+0.69) along with Cell
cycle progression pathways upon PGE1 treatment in Nphpl ™"~
kidneys. As p27kipl is also a negative regulator of Rho
GTPases (54), its increased expression might therefore contrib-
ute to the inhibition of RhoA activation observed upon PGEl
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Fig. 5. Transcriptomic analyses of molecular targets upon ALP treatment in NPHP1 URECs. (A4, Left) Venn diagram shows the number of significantly DEGs
detected by microarray in URECs derived from NPHP1 patients (NPHP1) and CTL individuals upon ALP treatment versus DMSO (457 regulated genes) in com-
parison to the number of dysregulated genes detected by RNA-seq in NPHP1 vs. CTL URECs (2,259 regulated transcripts). The 128 genes regulated by ALP
inversely modulated in NPHP1 URECs (128 DEG) are underlined. (Center, Upper) Heatmap of the 128 DEGs from the RNA-seq dataset of NPHP1 (n = 2) and
CTL (n = 2) URECs using signal log ratio values. Each row represents a gene with up- (red) and down-regulated (blue) expression. (Center, Lower) Fold-change
and normalized expression of the 128 DEGs in one NPHP1 UREC (Pt1) selected from the microarray dataset. n = 3 experiments. (Right) Pertinent down- (light
gray) or up-regulated (dark gray) pathways or relevant processes involving these genes were highlighted using Metascape. (B) Pertinent pathways or pro-
cesses involving ciliary modulators dysregulated in NPHP7 URECs upon ALP treatment were highlighted using Metascape. (C, Left) Heatmap of 11 selected
genes of the 128 DEGs from RNA-seq dataset of NPHP1 versus CTL URECs. (Left) qRT-PCR validating the positive effect of ALP treatment on the expression
of the 11 selected dysregulated genes in NPHP1 URECs (n = 5). Paired Student’s t test: **P < 0.01, *P < 0.05, ns: not significant. Bars indicate mean + SEM.
n = 2 experiments. Hh: Hedgehog. (D, Left) Representative image of Western blot analysis showing the activation of RhoA in NPHP1 URECs (Pt, n = 3) after
24 h of treatment with DMSO (0.04%) or ALP (2 pM). (Right) Quantification of the relative abundance of RhoA-GTP in NPHP1 URECs. Each dot represents one
individual cell line. Mean + SEM. n = 3 experiments. (E) Pathways regulated by ALP/PGE1 in URECs. ADH-R, adhesion receptors. (C and D) Paired Student's
ttest: **P < 0.01, *P < 0.05, ns: not significant.

treatment together with modulation of the extracellular matrix/ Besides the direct positive impact of EP receptor-mediated
adhesion pathways (see below). In summary, our data, together ~ cAMP signaling on ciliogenesis, other prostaglandin-dependent
with previously published studies, indicate that the robust and ~ pathways or cellular processes are susceptible to also modulate

strong positive effect of PGE1 on ciliogenesis in NPHPI cellsis  ciliation. It is now well documented that actin cytoskeleton
the consequence of convergent pathways downstream of prosta-  contractility and extracellular matrix rigidity are major deter-
glandin E2 receptors. minants of ciliogenesis (55, 56). Interestingly, fibrosis and
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thickening of the basal membrane surrounding kidney tubules
are two main characteristics of the NPHPI-associated juvenile
form of NPH. In agreement with these pathological observa-
tions, our transcriptomic analyses showed that renal fibrosis dis-
ease was one of the main up-regulated pathways in Nphpl™"~
mice kidneys and that extracellular matrix organization (colla-
gens, LAMC2), actin-cytoskeleton regulation, and integrin
were among the most enriched GO terms up-regulated in both
URECs and NphpI™"~ mice kidneys. Strikingly, PGE1 treat-
ment had a beneficial effect on these profibrotic pathways, as
well as on other processes, including cell cycle progression.

In accordance with our results, EP2 and EP4 activation was
described to exert antifibrotic properties in several models of
kidney fibrosis (57, 58), and was shown to play a major role in
the differentiation of myofibroblasts and expression of extracel-
lular matrix proteins (59). Altogether, our results suggest that
the NPHPI-deficient background (KO mice and URECs) is
sensitive to PGE1 treatment, which, in addition to its positive
effects on ciliogenesis, has a protective effect on profibrotic
gene expression and renal lesions.

Conclusion. Our results stress that PGE2/EP signaling is likely
to tackle NPH-associated phenotypes through a convergent
mode of actions, including direct effects on cilia linked to
cAMP signaling but also indirect effects through cell cycle and
adhesion/matrix regulation also relevant to counteract the
up-regulation of profibrotic genes observed in the pathological
context. These combined effects are likely to explain the benefi-
cial impact of agonists of PGE2 receptors observed on cilia,
in vitro (URECs) and in vivo (kidney, retina), as well as on
renal tubule dilatation. These restoration effects on preclinical
NPHPI-associated manifestations offer exciting new potential
therapeutic targets. Finally, this study provides evidence for a
potential use of a small-molecule-based therapy in the specific
context of the NPHPI locus deletion-associated NPH, the
most frequent form of NPH. More importantly, our study
demonstrates that phenotype changes induced by a complete
locus deletion are amenable to be reversed, and they can be
functionally complemented with an indirect therapeutic molec-
ular point of intervention using small molecules.

Materials and Methods

Human URECs. Patients and control individuals were recruited at Necker Hospi-
tal in the frame of the approved NPH_1 protocol and urine samples were
collected upon written informed consent and anonymized together with person-
alized data. URECs were isolated from urine collected from patients suffering
from NPH carrying biallelic NPHPT mutations, healthy age-matched donors, and
patients suffering from ciliopathy-unrelated CKD (stages 2 to 5) (SI Appendix,
Table S2). URECs were cultured as previously described (60) with the following
modifications. Briefly, peeled renal tubular epithelial cells were cultured in pri-
mary medium (DMEM/F12, 10% FBS, 100 U/mL penicillin, 100 mg/mL strepto-
mycin, amphotericinB, 1x REGM SingleQuots [CC-4127, Lonza]) in six-well
plates at 37 °C in 5% CO,, and medium (0.5 mL) was renewed every 24 h. At
96 h, the medium was replaced by proliferation UREC medium (REBM Basal
Medium [CC-3191, Lonza], 1x REGM SingleQuots, 10 ng/mL rhEGF [R&D sys-
tem], 2% FBS certified [Invitrogen]). At 80% confluence, cells were trypsinized
(TrypsinE select, Invitrogen) and plated in 12-well plates (2 x 10 cells). After
24 1, cells were transduced by retroviral gene transfer of thermosensitive SV40 T
antigen (LOX-CW-CRE, Addgene) at a multiplicity of infection of 5 with 8 pg/mL
polybrene (61). After 24 h, medium was changed and cells were grown at per-
missive temperature (33 °C).

Antibodies. The following antibodies were used: ADCY3 (1/100°; Invitrogen,
PA5-35382), ARL13B (1/800°; ProteinTech, 17711-1-AP), Barttin (1/400°; Santa
Cruz, sc365161), Calbindin D-28K (1/500% Novus, NBP2-50028SS), GAPDH
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(1/1,000°% Millipore, MAB374), y-Tubulin (1/5,000% Sigma, T6557), PKAS
(1/1,000% Cell Signaling, 9624), RhoA (1/1,000% Cytoskeleton, ARHOS).
Secondary Alexa-conjugated secondary antibodies were from Invitrogen.

Immunofluorescence-Based Assays in URECs. .
Cell culture and compound treatments. For ciliogenesis assays, URECs (10

cells per well) were seeded in 96-well glass microplates (Sensoplates, Greiner) at
39°C. For other immunofluorescence experiments, URECs (4 x 10° cells per
well) were seeded in 24-well plates at 39 °C. On the third day of culture, cells
were incubated for 48 h in the presence of the compounds, all dissolved in
DMSO0 (0.04 to 0.1%).

Immunofiuorescence. Cells were fixed after 1 to 5 d of culture in either cold
methanol for 5 min or either with 4% PFA for 20 min, quenched in 50 mM
NH,4Cl, and permeabilized 15 min with 0.1% Triton if fixed with 4% PFA, then
treated 30 min with PBS, 0.1% Tween 20, 3% BSA, before being incubated 1 h
with primary antibodies, and then 1 h with appropriate fluorescent secondary
antibody and DAPI (1/2,000°; Thermo Fisher Scientific, 62247).

Data acquisition, quantification, and analysis. For ciliogenesis assays, images
were acquired using the Opera Phenix (40x, Perkin-Elmer). Automated acquisi-
tion of 41 zsstack per well was performed. The number of ciliated cells was mea-
sured using a semiautomated analysis using Harmony software (Perkin-Elmer).
Briefly, images were analyzed using the building blocks approach to detect in
this order, nuclei (DAPI staining) and, with a 20-pixel enlarged region, the basal
body (y-Tubulin signal), and the primary cilia (ARL13B staining). With conven-
tional filters (intensity, size, and so forth), the software segmented candidate
primary cilium. Hundreds of phenotypic parameters were calculated for every
candidate cilium using signal enhancement ratio texture (intensity patterns) and
advanced STAR morphology parameters (distribution of either texture features or
fluorescence intensities inside a region of interest). Using the PhenoLOGIC
machine-leaming option of Harmony, the parameters best suited to discriminate
cilia were defined and used to obtain final detection and counting.

For other assays, confocal images were acquired using a Spinning Disk micro-

scope (40x or 63x, Zeiss). All quantifications were performed using ImageJ
software.
RNA Extraction for Transcriptomic Analyses. URECs were seeded in ciliogene-
sis conditions: primary cells were seeded (2 x 10* cells per well) in 2 wells of
12-well plates and incubated 1 wk at 37 °C; immortalized patients and controls
cells were seeded (10> cells per well) in 8 wells of 96-well glass microplates at
39°C and incubated for 4 d. To evaluate the impact of ALP treatment on tran-
scriptome, cells were incubated for 24 h on the third day of culture with DMSO
or 2 uM of ALP. Kidneys from control and Nphp7~'~ mice, treated or not treated
with PGE1, were lysed in RLT buffer using the T18 digital ULTRA-TURRAXX (Ika).
Total mRNA was isolated using an Extraction Mini Kit (Qiagen) following the
recommendations of the manufacturer.

RNA-seq Analysis. For each sample, 50-million read pair-end sequencing was
performed on NovaSEq. 6000 lllumina. FASTQ files were mapped to the
ENSEMBL [Human(GRCh38/hg38)/Mouse GRCm38/mm10] reference using
Hisat2 and counted by featureCounts from the Subread R package (http://www.r-
project.org/). Read-count normalizations and group comparisons were performed
by the Deseq? statistical method. Flags were computed from counts normalized
to the mean coverage. All normalized counts <20 were considered as back-
ground (flag 0) and >20 as signal (flag = 1). P50 lists used for the statistical
analysis regroup the genes showing flag = 1 for at least half of the compared
samples. The results were filtered at P < 0.05 and fold-change 1.2 for URECs
and 1.1 for mice kidneys. Cluster analysis was performed by hierarchical cluster-
ing using the Spearman correlation similarity measure and ward linkage
algorithm. Heatmaps were made with the R package ctc: Cluster and Tree
Conversion, and imaged by Java Treeview software (Java Treeview, extensible
visualization of microarray data) (62). Functional analyses were carried out using
Metascape (http://metascape.org/).

qRT-PCR Analysis. Total RNA was reverse-transcribed using SuperScript I
Reverse Transcriptase (LifeTechnologies) according to the manufacturer's proto-
col. qRT-PCR was performed with iTag Universal SYBR Green Supermix (Bio-Rad)
on the ViiA 7 Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific). Each biological
replicate was measured in technical duplicates. The primers used for quantitative
real-time PCR are listed in S/ Appendix, Table 3.
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Mice Experiments. ,
Generation of Nphp1~'~ mice by CRISPR/Cas9. Nphp1~'~ mice were gener-

ated using a CRISPR/Cas9 system, as previously described (63). Guide RNAs tar-
geting exon1 of NphpT were designed using CRISPOR (crispor.tefor.net/).
Single-guide RNA and Cas9 protein (TACGEN) were injected into the pronucleus
of the C57BL/6J zygotes. All exonic off-targets were tested to ascertain absence
of undesired mutations. Two founders can?/ing indel mutations were back-
crossed with C57BL/6J mice and the Nphp1*'~ offspring were further confirmed
by PCR genotyping with appropriate primers. We focused on the mouse line car-
rying a 73-bp deletion (c-33_40del) in exon1 encompassing the ATG.
Treatment of mice with prostaglandin receptor agonists. For kidney experi-
ments, ALP (80 pg/kg) or PBS were administrated intraperitoneally daily to
1-mo-old Nphp7*"+ and NphpT~'~ male mice for 4 mo. For retina experiments,
Taprenepag (18 mg/kg) or Solutol (5%) were administrated intraperitoneally
every 3 d from P6 to P21 to Nphp7*/* and Nphp7~'~ male and female mice.
Histology and immunohistochemistry. Kidneys and eyes were fixed overnight
at 4°C in 4% PFA and embedded in paraffin. The retinal and kidney structures
were assessed by H&E and periodic acid Schiff staining of 4-pm sections, respec-
tively. For immunofluorescence, after paraffin removal and antigen retrieval
treatment (10 mM Tris pH9, T mM EDTA, 0.05% Tween 20, 87 °C, 50 min), sec-
tions were blocked with PBS, 0.1% Tween 20, 1% BSA for 1 h and incubated
overnight at 4 °C with the indicated primary antibodies. After two washes, sec-
tions were incubated for 1 h with appropriate secondary antibodies and DAPI.
Confocal images were acquired using a Spinning Disk microscope (40x or 63X,
Zeiss). Count and area of kidney dilatations and cilia length was measured using
ImagelJ. Retina layer thickness was measured with QuantaCell's costum scripts.
Dilatation index. In order to quantify more accurately the severity of the dis-
ease, a dilatation index, taking into account the dilatation number and dilatation
size, was established. For each calculated ratio-the 1) dilatation surface area to
cortex area and 2) dilatation number to cortex area—a score was defined as fol-
lows: score = 1 (no lesions) for all values between zero and the third quartile of
all values for Nphp7+/*; score = 2 (mild) for all values between score 1 and the
median value for Nphp71~'~; score = 3 (intermediate) for all values between
score 2 and the third quartile of all values for Nphp7~'~; and score = 4 (severe)
for all values above score 3. Scores are protocol-specific and calculated based on
all the animals included in the protocol.
Electroretinography. For electroretinography, 21-d-old mice were dark-adapted
overnight before the experiments and anesthetized (intraperitoneal ketamine
[66.7 mg/kg] and xylazine [11.7 mg/kg]). Eyes were exorbitated with neosy-
nephrine and the pupils were dilated with mydriatycum eye drops. The reference
electrode was placed under the back skin, just above the tail, and the measuring
electrodes on the cornea on which a drop of ophthalmic gel was added (Lacrigel,
Europhia). For the scotopic electroretinograms, the flash duration varied from
3 to 5 ms, with the final flash output ranging from 0.001 to 3 cd-s/m”
Responses were amplified, filtered, digitized, and a- and b-waves were measured
(CelerisTM Diagnosys Espion Visual Electrophysiology System).

For mice studies, all image analyses and quantifications were done blinded.

Active RhoA Pull-Down Assay. Cells were incubated during 15 min with
0.04% DMSO or 2 pM ALP. RhoA-GTP was measured using the RhoA Pull-down
Activation Assay Biochem Kit (BK036, Cytoskeleton) following the recommenda-
tions of the manufacturer. Briefly, cell lysates were incubated with 50 pg of GST-
tagged Rhotekin-RBD beads for 1h at 4 °C. Lysates and precipitates were run on
polyacrylmid gels (12%) under reducing conditions and analyzed by Western
blotting using indicated primary antibodies (RhoA, GADPH) and the Odyssey CLx
imaging system (LI-COR Biosciences). Active RhoA was normalized to total RhoA,
which was itself normalized on GAPDH using Image Studio Lite software (LI-COR
Biosciences).

statistics. Statistical calculations were performed with R or GraphPad Prism v8.
Figure representation was performed using GraphPad Prism v8 and is presented
as dot plots or box-and-whisker plots. The Shapiro-Wilk test was used to test the
normality. Differences between two groups that do not meet the normal distribu-
tion were compared using two-tailed Mann-Whitney U test. If not possible or if
the two groups meet the normal distribution, differences were compared using
unpaired two-tailed Student's t test. When comparing more than two groups, a
one-way ANOVA followed by Holm-Sidak's multiple comparisons test was used.
To analyze the effect of ALP treatment on ciliogenesis or ADCY3™ cilia staining in
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cells coming from the same individuals, we used a mixed linear-regression
model with quasibinomial penalization (R software: gImmPQL function of MASS
package), taking into account the correlation of observations coming from the
same individuals using a random effect on the cell line. To analyze the effect of
ALP treatment in cells coming from the same individuals, we used a paired two-
tailed Student's t test. To compare the correlation between two parameters, we
used a Pearson's test. To determine if there is a significant difference between
two proportions, we used Fisher's exact test. To determine if there is a significant
difference between more than two proportions, we used a x> test. P < 0.05 was
considered statistically significant. Statistical tests and exact sample sizes used to
calculate statistical significance are stated in the figure legends.

Study Approval.
Human studies. The NPH_1 protocol on the research of therapeutic targets in

the frame of NPH and renal-associated ciliopathies has been approved by the
French National Committee for the Protection of Persons under the ID-RCB
no. 2016-A00541-50 and is kept in full accordance with the principles of the
Declaration of Helsinki and Good Clinical Practice guidelines. The human renal
biopsies belonging to the Imagine Biocollection are declared to the French Min-
ister of Research under the number DC-2020-3994 and this biocollection was
approved by the French Ethics Committee for Research at Assistance Publique-
Hopitaux de Paris under the Institutional Review Board registration no. 00011928.
Animal studies. All animals were handled in strict accordance with good animal
practice as defined by the national animal welfare bodies, and all animal proce-
dures were performed in accordance with protocols approved by the ethical
committee of the Ministére de I'Enseignement Supérieur, de la Recherche et de
I'Innovation (APAFIS#22608-2018042715366694 v4).

Data Availability. The datasets generated are available in the ArrayExpress
database at the European Molecular Biology Laboratory-European Bioinformatics
Institute (EMBL-EBI), https://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/ (accession nos. E-MTAB-
11582 (64), E-MTAB-11593 (65), E-MTAB-11594 (66), and E-MTAB-11595 (67)).
All other study data are included in the main text and supporting information.
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Supplementary table 1: List of the 11 compounds selected amongst the 51 hits of the in cellulo drug
screen. The molecules were chosen based on their mode of action, toxicity and physicochemical

properties.
Toxicity theshold -
. afe
Name Class Pertinent Effect(s) Inhibition of Apopoptic | Permeabilized | concentrations
proliferation bodies cells
TGF-B inhibitor, decreased
. Synthetic cilia beat, actin & RhoA None up
> >
Alprostadil prostaglandin inhibitor, canonical ~ Wnt = 40uM to 80uM = 80uM <40uM
agonist
. . . CyclinD2 expression inhibitor,
Cl}lfprohepta.dme Flrst-ger}eranpn HI decreased cilia beat, apoptosis >5uM >20uM >40uM <5uM
ydrocloride antihistamine s
inhibitor
Ethopropazine | Muscarinic receptor N
hydrocloride antagonist Autophagy = 10uM = 80uM = 80uM < 10uM
Flutlc;asone Corticosteroid Decr§ased cilia beat, Smo NA* > 40uM NA* <40uM
propionate agonist
Methotrexate Antimetabolite Actin stress fibers disassembl None up None up None up Up to 80uM
Y1 to80uM to 80uM to 80uM poth
Inosine
Mycophenolic monophosphate | JNK activator, MAPK/NF-xB None up N 5
Acid dehydrogenase inhibitor to 80uM = 40uM None? <40uM
inhibitor
Paclitaxel Spindle poison | Microwbule - depolymerization | . ;4 > 100nM >100nM < 10nM
inhibitor
. . . s None up
Pyrimethamine Antiprotozoal STATS3 inhibitor > 10uM 0 80uM >20uM < 10uM
. . HMG CoA RhoGTPases inhibition,
Simvastatin Reductase inhibitor |actin modulation = 1uM = 1iM = 1iM < luM
. . JNK inhibitor, increased tight-
Troplsetrqn Serotonin S_HT.3 junction formation, antifibrotic >40uM > 80uM None up <40uM
hydrochloride | receptor antagonist (skin) to 80uM
Non- s
Dihydropyridine RhoGTPases inhibition & None up None up
i i > ?
Verapamil Caleium channel cAMP .elevatlon, mTor, to 80uM >5uM? o0 80uM Up to 80uM
blocker autophagy inducer

* False positive beyond SuM




Supplementary table 2: Genotype and clinical details of individuals from whom URECs were

derived.
Genotype status Clinical Status Ren(glt:‘ga;;ure Sex 1?}%)(3 % Sgizted
Pt1 del Hom NPHPI Nephronophthisis M 26 19
Pt2 del Hom NPHPI Nephronophthisis 4 M 15 32
Pt3 del Hom NPHPI Nephronophthisis 3 F 15 21
Py | oo SSHIGT et 12922456 Nephronophthisis 4 F 13 50
Pt5 del Hom NPHPI Nephronophthisis 4 M 18 38
Pt6 del Hom NPHPI Nephronophthisis 4 F 16 40
Pt7 del Het + Het c.1078C>T - p.Q360* NPHP1 | Nephronophthisis 1 M 9 43
Pt8 del Hom NPHPI Nephronophthisis 1 M 23 49
Pt9 del Het + Het c.70-1G>A NPHP1 Nephronophthisis 4 F 8 32
Pt10 | del Hom NPHPI Nephronophthisis 4 F 17 45
Ptll | del Hom NPHPI Nephronophthisis 4 M 30 47
CTL1 Minimal change disease / F 9 65
CTL2 No renal anomalies / F 14 39
CTL3 No renal anomalies / F 21 66
CTL4 No renal anomalies / M 10 74
CTLS No renal anomalies / M 9 75
CTLe6 No renal anomalies / F 11 62
CKD1 onarome e 5 M | 12 65
CKD2 dDyeStS“y‘fl‘;;f‘hral sphincter 4 M 17 87
CKD3 o rnSAuSIOn 2 Fo| 14 57
Right renal hypoplasia/left
CKD4 renal dysplasia/bilateral 4 M 18 89
vesicoureteral reflux
CKD5 repeated urnaty fections 3 F | 20 64

Pt: NPHP1 patient, CTL: control individual,

CKD: non-ciliopathy chronic kidney disease patients, del: deletion,
Hom: Homozygous, Het: heterozygous, M: male, F: female




Supplementary table 3: Primers used for RT-qPCR.

Gene name Species Forward primer (5’ to 3°) Reverse primer (5’ to 3°)
Collal Mouse CTGACGCATGGCCAAGAAGA GGGACCCTTAGGCCATTGTG
Col3al Mouse | GGACCAGCAGGAACTAATGGTAT GTTCTCCAGGTGATCCATCTTT

Lcn2 Mouse TCCTCAGGTACAGAGCTACAA GCTCCTTGGTTCTTCCATACA
Kiml Mouse | GAGAGTGACAGTGGTCTGTATTG TCATAGCAGCCACCTTCATTC
Acta2 Mouse CATGCGTCTGGACTTGGCTG GACAATCTCACGCTCGGCAGTAG
TefBl Mouse GGGAAGCAGTGCCCGAACCC TGGGGGTCAGCAGCCGGTTA
Nphpl Mouse GTGAGCATCAGCAGGAAAGA CTTCTTCCTCTCCACCAGTTTC
Nphpl (genotyping) | Mouse ACCGTTTAGTGCAACCTGTG CATCACGTCTTCCATGCACT
THBS1 Human CCCAGATCAGGCAGACACAG TACTGGCAGTTGTCCCGTTC
LAMC?2 Human CGCAGCTCTGCAGAATACAG AGACCCATTTCGTTGGACAG
ITGA2 Human GCAACATCCCAGACATCCCA CTTTCGTAGCACTTCGTCGC
HAS3 Human TACATCCAGGTGTGCGACTC CCTACTTGGGGATCCTCCTC
FLNA Human GTGCCAGCCGAATTCAGTAT CACATAAGCCACACCACAGG
ABLIM3 Human CAGTCCATGGCCAGCAGTAA CACTTGAAGCAGCTGACGTG
PKIA Human TGATATCCTGGTTTCCTCTGCA GGCTTCCCCACTTTGTTCTG
CPTIA Human CCATGCCATCCTGCTTTACA ATCGTGGATCCCAAAAGACG
PGCIA Human | CCAAAGGATGCGCTCTCGTTCA CGGTGTCTGTAGTGGCTTGACT
DEPTOR Human CAGCATGTGTCCAACAAGCA GGGGGACTTTTCATTGAGCA
ATOHS8 Human TGACTACAGTGCCGACCACA TCACTCCTTGCGCTTCTTGG




Supplementary material

NPHPI_KD MDCK and NPHPI1_KD IMCD3 cell lines

NPHP1_KD MDCK cell line was previously described, and NPHP1_KD IMCD3 was
generated following the same procedures (1). Briefly, shRNA construct targeting mouse
Nphpl mRNA sequence (5°-TGAAAGACGCTCTCAAAGTTTTTCAAGAGAAACTTTGA-
GAGCGTCTTTCTTTTTTC-3’) was cloned into the lentiviral pSICOR vector, kindly
provided by Tyler Jacks, following published instructions (2). Lentiviruses were produced in
HEK239T cells, and mIMCD3 cells were infected at an MOI of 20 in the presence of 8mg/mL

polybrene.

Antibodies

The following antibodies were used in the study with the following dilution: acetylated a-
Tubulin (1/1000e ; Sigma, T6793), AQP2 (1/200e ; Santa Cruz, sc9882), CP110 (1/400¢ ;
Proteintech, 12780-1-AP), polyglutamination modification GT335 (1/5000e ; AdipoGen, AG-
20B-0020-C100), Ki67 (1/200e ; Santa Cruz, sc7846), NCC/SLC12A3 (1/200e ; Sigma,
HPAO028748), NPHP1 (1/100e for immunofluorescence and 1/1000e for Western Blot ; Bicell
scientific, 90001), SV40 (1/200e ; Calbiochem, DP02-200UG), p27Kipl (1/100e ; BD

Transduction Lab, 610242).

Primary Screen of the Prestwick Library molecules

- Cell culture, compound treatment and immunofluorescence

The Prestwick Chemical Library, containing 1200 mostly FDA-approved drugs, was
purchased from Prestwick Chemical Inc. (Illkirch, France) at a concentration of 10 mM in
dimethyl sulfoxide (DMSO). To study the effect of the drugs on wound closure and

ciliogenesis, S0pL of compounds were added to culture medium for a final drug concentration



of 10uM and 0.5% DMSO. Our preliminary experiments showed that the final 0.5% DMSO
had no effect on these two cellular processes. All treatments were performed twice
independently.

NPHP1_KD IMCD3 were seeded into 96-well plastic microplates (Packard Viewplate, Perkin
Elmer) at a density of 30,000 cells/well in 100uL of DMEM/F12 supplemented with 10%
FBS. Cell plates were then incubated at 37°C, 5% CO2 in a 95% humidified Cytomat 6000K
(Thermo Fisher Scientific) for 24h. On the following day, cells were washed and incubated
overnight at 37°C in serum-free medium. Next day, the cell monolayer was automatically
scratched in a straight line to create a "wound" using a 96-pin tool (V&P Scientific, Inc.)
mounted on the TeMO (Tecan). Living cells were immediately labeled with Calcein AM
(Molecular Probes) and imaged with an automated fluorescent microscope (InCell 2000,
GEH) at 2x magnification (TO of the migration assay). Cells were then incubated with drugs
from the Prestwick Library for Sh at 37°C to allow wound closure.

NPHP1_KD MDCK were seeded into 96-well plastic microplates (Packard Viewplate, Perkin
Elmer) at a density of 7,500 cells/well in 100ul of MEM alpha supplemented with 10% FBS,
1% Glutamax and 1% Penicilline/Streptomycine. Cells were then incubated at 37°C, 5% CO2
in a 95% humidified Cytomat 6000K (Thermo Fisher Scientific) for 120h, followed by the
incubation with drugs from the Prestwick Library for 48h at 37°C.

For immunofluorescence, cells were fixed 15 minutes with 4% PFA, quenched in 50mM
NH,4CI, and permeabilized 15 minutes with PBS — 0.2% BSA — 0.05% saponin, followed by

incubation with DAPI and anti-acetylated atubulin antibody for primary cilium detection.

- Data acquisition, quantification and analysis
For the wound-healing assay, images (TO-T9h) were acquired with a 2x objective (InCell

2000, GEH), which provided sufficient resolution to determine the extent of migration. If



disruption of the cell monolayer was observed, images were discarded from the analysis.
Image analysis was automated using Cell Developer Toolbox (GEH). For each image, the
area of the wound was quantified, and difference of area between TO and end point was
calculated to obtain the migration rate.

For the primary cilium analysis in mIMCD3, images were acquired using a 20x objective.
Primary cilium detection was performed using CellProfiler software. Primary cilium analysis
focused on the number of cilium per well, and its length variation according to drug treatment.
For the primary cilium analysis in mIMCD3 and MDCK cells, images were acquired using a
20x objective. Primary cilium detection was performed using CellProfiler software for
mIMCD3 cells and IN Cell analyser 1000 Workstation (GEH) software for MDCK cells, in
order to quantify the percentage of ciliated cells and length of cilia. Drugs that cause cell
toxicity were discarded from the analysis.

Positive hits for each compound were identified as follows. Data were first corrected through
median polishing using log or logit functions. B-score normalization was then applied to each
replicate, separately, and including corrections for plates, rows and columns (3, 4). Median
and median absolute deviation (MAD) were computed and used to compute Robust Z-scores
(RZ-scores). For each sample, according to the formula score = (pertubator value-
median)/(1.4826 * Median MAD). RZ-scores were calculated for each compound when
compared with the tested population. A compound is identified as a ‘hit’ if the RZ-score is

above 2 or below -2 for both replicate experiments.

Drug toxicity on URECs
Control cells were incubated with a large range of drug concentrations 1uM to 40uM to
perform time-lapse imaging for 48h using IncuCyte® Cytotox Reagents to label both

apopoptic cells and dying cells (membrane integrity loss). Images were analyzed with



Incucyte Zoom Software (Essen Bioscience). Drug toxicity was assumed when a decreased
final confluence (corresponding to decreased proliferation) and/or increased apoptosis or cell

permeability were observed compared to 0.01% and 0.5% DMSO conditions.

Zebrafish experiments

Zebrafish were maintained at 28.5°C under standard protocols. The following transgenic lines
were used: Tg(wtlb:eGFP)' (5) and Tg(bactin:arl13b-GFP)™“' to label proximal
pronephros and cilia, respectively (5, 6). Translation-blocking nphp4 morpholinos (Gene
Tools LLC, Philomath, OR, USA) were injected into one-cell stage Tg(wtlb:eGFP) embryos
at 0.4pmol per embryo (7). At 10 hours post fertilization (hpf), embryos were transferred into
12-well plates (20 embryos/well) and incubated with drugs diluted in 1% DMSO Egg-Water
in presence of phenylthiourea (to block pigmentation). At 24hpf, drugs were renewed, and
dead embryos were removed. Pronase was used at 36hpf to help hatching. Between 48hpf and
54hpf. GFP-positive embryos were individually positioned on the dorsal side in 96-well plates
using a previously published method to perform automated imaging of the proximal
pronephros with Opera Phenix HSC system (Perkin Elmer) (8). Pronephros morphology was
evaluated by two independent observers using a double-blind approach. For whole-mount
immunofluorescence, DMSO and Alprostadil-treated Tg(bactin:arli3b-GFP) embryos were
fixed at 24hpf in 4% PFA, blocked in PBS — 0.3% Triton — 4% BSA for 1h at room
temperature and incubated with phalloidin (1/200°) at 4°C overnight. After several washes in
PBS - 0.3% Triton, embryos were mounted, and confocal images were acquired using a
Spinning Disk microscope (40x or 63x, Zeiss). Z-stacks were performed to acquire the whole
cloaca region, and projections were assembled and analyzed using Image J software to

determine cilium length.



Mice urine and plasma analyses

24-hour urine samples were collected using metabolic cages. At the time of sacrifice,
kidneys were removed for morphological, protein, and mRNA studies. Plasma creatinin and
Blood Urea Nitrogen (BUN) was determined on an automatic analyzer (Konelab 20i,

Thermo Fisher Scientific).

Immunostaining of human kidney sections

Renal kidney tissue from 3 patients suffering from nephronophthisis were collected from
1973 to 1998. Immunostaining was performed as described in kidney mice section on human
kidney biopsies from 3 affected individuals carrying NPHPI mutations and one control
individual. Confocal images were acquired using a Spinning Disk microscope (40x or 63x,

Zeiss).

cAMP dosage in URECs
Cells were incubated during 15 minutes with 0.04% DMSO, 25uM Forskolin or 2uM
Alprostadil. cAMP production was measured using cAMP-Glo™ Assay (V1501, Promega)

following the recommendations of the manufacturer.

Western blot analysis

Kidneys were lysed in 50mM Tris HCI pH8 — 200mM NaCl — 1mM EDTA pH8 - 1mM
EGTA - 1mM DTT - 1% SDS. Cells were lysed in 50mM Tris HCI pH7.4 — 150mM NaCl -
0.1% SDS — 1% Triton — 0.5% sodium deoxycholate. Lysis buffer was supplemented with
protease and protein phosphatase inhibitor tablets (04-693-159-001 and 04-906-845-001
respectively, Roche). Protein content was determined with the BCA Protein Assay kit (23225,

Thermo Fisher Scientific). Equal amounts of protein were resolved on gels under reducing



conditions, transferred and incubated with primary and secondary antibodies, and visualized
using the Fusion Fx7 (Vilber) imaging system or the Odyssey ® CLx imaging system (LI-
COR Biosciences). Quantifications were done using Image Studio Lite software (LI-COR

Biosciences).

Microarray data analysis

Affymetrix Human ClariomD data were normalized using quantile normalization with
adjustment based on the median intensity of probes with similar GC content (using
Affymetrix Power Tools). Background correction was made using the antigenomic probes.
Only probes targeting exons annotated from FAST DB v2016_1 transcripts were selected.
Probes were considered as expressed if the DABG P value < 0.05 (Detection Above
Background P values were calculated using Affymetrix Power Tools) in more or equal than
60% of samples in at least one of the two compared experimental condition (e.g. RLT 10uM).
Genes were considered as expressed if more or equal than 50% of their probes are expressed.
Minimum 4 selected probes were required to assess gene expression. When possible, only
high-specific probes were selected (i.e. not overlapping with repeat regions; not cross-
hybridizing; and 40 < GC% < 60). In addition, if possible, only probes targeting constitutive
gene regions were selected (i.e. targeting at least 75% of transcripts of a given gene). We
performed a paired Student’s t-test to compare gene intensities in the different biological
replicates. Genes were considered significantly regulated when fold change was > 1.5 and

uncorrected P value < 0.05.

- Unsupervised analysis
The PCA has been performed using “prcomp” function in R and the 2 first dimensions were

plotted. The clustering has been performed using “dist” and “hclust” functions in R, using



Euclidean distance and Ward agglomeration method. Bootstraps have been realized using
“pvclust” package in R, with the same distance and agglomeration method, using 1000

bootstraps.

- Sample reproducibility study

Pearson correlation tests have been performed for each pair of samples using “cor.test”
function in R. Heatmaps and clusterings were performed with “dist” and “hclust” functions in
R using Euclidean distance and Ward agglomeration method. Bootstraps were realized as
described in “Unsupervised analysis” method. Analysis for enriched GO terms, KEGG
pathways and REACTOME pathways were performed using the automated meta-analysis tool

Metascape (http://metascape.org/).
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Supplementary Figure S1: Ciliogenesis and migration defects in NPHP1_KD mIMCD-3 cells

(A) qRT-PCR analysis of Nphpl expression in polyclonal control and Nphpl knock-down (NPHP1_KD) mIMCD3
cells. (B) Representative images of immunofluorescence of primary cilia (acetylated a-Tubulin, red) and nuclei (DAPI,
blue) in control and NPHP1_KD mIMCD?3 cells cultured for 48 hours after serum starvation. (C) Quantification of the
percentage of ciliated cells. n = 2 experiments. Fisher’s exact test: ***P < (0.001. (D) Quantification of cilium
length. n = 2 experiments. Student t-test: *P < 0.01. (E) Representative images of wound healing assay at T = Oh and T
= 9h after scratch on control and NPHP1_KD mIMCD3 cells cultured for 18 hours after serum starvation. (F)
Quantification of scratch surface recovery as seen in (E). n = 2 experiments. Mann-Whitney test: *P < 0.05. (G) Left
panel: Schematic representations of the primary screens. Molecules from the Prestwick library were tested for their
effects on migration and/or ciliogenesis in mIMCD3 and MDCK cells, in which the expression of Nphpl was stably
knockdown (NPHP1_KD). In mIMCD-3 cells, compounds were added for 9h after wounding and both migration and
ciliogenesis were measured. In MDCK cells, compounds were added for 2 days and ciliogenesis was analyzed. Right
panel: Quantification of the effect of the 11 selected hits on cell migration (surface recovery) or ciliogenesis (% of
ciliated cells). RZ score were calculated for each compound when compared to DMSO treatment. A compound is
identified as a ‘positive hit’ (green) if its RZ-score is above 2 (for ciliogenesis) or below -2 (surface recovery) for both
replicate experiments. A non-significant effect of a compound on ciliogenesis or cell migration will be indicated by a
RZ-score between -2 and 2, whereas a negative ciliogenesis effect (red) will be indicated by a RZ score < -2. (C-D, F)
Bars indicate mean + SEM. AU: arbitrary unit.
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Supplementary Figure S2: Characterization of URECs

(A) Expression data of epithelial and renal markers issued from comparative RNAseq analysis of primary (green) and
immortalized (blue) URECs from 4 individuals (2 NPHP1 patients and 2 control individuals). Mann-Whitney test: not
significant. AU: arbitrary unit. (B) Representative images of immunofluorescence of one immortalized UREC line
derived from NPHPI1 patient (Ptl) cultured for five days at 33°C (permissive temperature) or 39°C (restrictive
temperature) and stained with anti-SV40 large T antigen and anti-Ki67 antibodies. (C) Representative images of
immunofluorescence of immortalized URECs cultured for one to three days at 39°C (restrictive temperature) and
stained with anti-SV40 large T antigen (green) antibody and nuclei (DAPI, blue). (D) Quantification of SV40 large T
antigen nuclear expression in immortalized URECs derived from NPHPI1 patients (NPHPI1, n = 3) and control
individuals (CTL, n = 3). n = 2 experiments. Unpaired Student t-test: *P < 0.05 (NPHP1 day 1 vs NPHP1 day 3), #P <
0.01 (CTL day 1 vs CTL day 3), ns: not significant (NPHP1 vs CTL). AU: arbitrary unit. Dots indicate mean. (A, D)
Each dot represents one individual cell line. (B, C) Scale bar: 10um. PEC: Parietal Epithelial Cells, LOH: Loop Of
Henle, DCT: Distal Convoluted Tubule, CNT: Connecting Tubule, CD: Collecting Duct, IC: Intercalated cells, PC:
Principal cells.
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Supplementary Figure S3: Characterization of the UREC: ciliary defect

(A) Scheme of CP110 cell cycle localization during ciliogenesis and cilia disassembly. (B, C) Representative images of
immunofluorescence of immortalized URECs grown for five days at 39°C and stained for CP110 (green), cilia and
basal bodies (GT335, red) and nuclei (DAPI, blue). Example of cells with centrosomes presenting with two (B) and one
CP110 dot (C). Scale bar: 10uM. (D, E) Correlation between the percentage of ciliated cells and the percentage of cells
with one (D) or two dots (E) of CP110. Dots indicate mean. n = 3 experiments. Pearson's test (r = 0.9700 for one dot, r
=-0,9471 for two dots). Each dot represents one individual cell line.
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Supplementary Figure S4: Validation of prostaglandin signaling as a target in NPHP1 URECs

(A) gRT-PCR analysis of EP receptors (PTGERI-4) expression in immortalized URECs devired from NPHP1 patients
(NPHP1, n =5), control individuals (CTL, n = 2) and CKD patients (CKD, n = 2). AU: arbitrary unit. (B) Quantification
of ciliogenesis 5 days after seeding in one immortalized NPHP1 UREC line (Ptl) exposed for 2 days to 2uM
Alprostadil or increasing concentrations of Dinoprostone. Bars indicate mean + SEM. n = 2 experiments. (C-D) Effect
of Alprostadil on ciliogenesis, evaluated by the percentage of ciliated cells (C) or the fold change of ciliated cell relative
to DMSO (D) in immortalized NPHP1 (Ptl1-11), CTL (CTL1-6) and CKD (CKD1-5) URECs. n = 1-15 experiments,
with a mean of 3.5 experiments per cell line. ALP: Alprostadil, DINO: Dinoprostone.
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Supplementary Figure S5: Nphpl--mice generation using CRISPR/Cas9 technology

(A) Schematic representation of the deletion strategy to obtain Nphpl”~ mice using CRISPR/Cas9. Guide RNAs
targeted sequence upstream exon 1 leads to a 73bp deletion encompassing the start codon ATG in exon 1 (Del 73pb)
(Sanger Sequencing). (B) Genotypes were based on PCR amplification of total genomic DNA with primers framing the
deletion (PCR fragment of 603pb for Nphp*/*). (C) QRT- PCR analysis of Nphpl expression in kidneys from Nphp ™+
and Nphpl’- 5 months-old mice. n = 5 mice per genotype. Each dot represents one individual mouse. Bars indicate
means. AU: arbitrary unit. (D) Western blot analysis of NPHP1 expression in Nphpl** or Nphpl”- mice testis. (E)
Representative images of immunostaining of NPHP1 (green), primary cilia (ARL13B, red), DCT/CNT (Calbindin,
green) and nuclei (DAPI, blue) in NphpI™/* or Nphpl”- mice. Scale bar: 10uM. DCT: Distal Convoluted Tubule, CNT:
Connecting Tubule.
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Supplementary Figure S6: Analysis of retina phenotype of Nphp1++ and Nphp1-'- mice

(A) H&E staining of NphpI**+ and Nphpl”- retinas from P6 to P45 and 5 months-old mice. Scale bar: 50um. (B)
Quantification of ONL/OPL thickness ratio in retinas from P21-old NphpI+* (n = 3) and Nphpl”/- (n = 8) mice treated
with vehicule (5% Solutol). Each dot represents one individual mouse. Mann-Whitney test: *P < 0.05. (C) Scotopic a-
wave amplitude versus stimulus intensity (log) function in P21-old NphpI** (n = 4) and NphpI”- (n = 4) mice retinas.
Dots indicate mean + SEM. RPE: Retinal Pigmented Epithelium, OS: Outer Segment, IS: Inner Segment, ONL: Outer

Nuclear Segment, OPL: Outer Plexiform Layer, INL: Inner Nuclear Segment, IPL: Inner Plexiform Layer.
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Supplementary Figure S7: Analysis of kidney phenotype of NphpI++ and Nphp1-- mice

(A) Representative images of PAS staining of kidney sections from 2 and 5 months-old NphpI** and NphpI”- mice.
Scale bar: 50um. * = tubular dilatations; X = blood vessels. (B-E) Quantification of the total area covered by
dilatation/cortex area (B, C) and the number of dilatation/10um? in cortex (D, E) in NphpI*/* and Nphpl”- mice at 2
and 5 months-old. (F, G) Scatter dot plots correlating the number of dilatation/10um? in cortex to the total area covered
by dilatations/cortex area in 2 months (F) and 5 months (G) -old NphpI**+ mice. Pearson's test (r = 0,9770 for 2 months-
old, r = 0.9914 for 5 months-old). (H, I) Dilatation index for the total area covered by dilatations/cortex area (H) and
the number of dilatation/10um? in cortex (I). Chi-squared test: **P < 0.01, ***P < 0.001. (J, K) Plasma creatinine (J)
and blood urea nitrogen (BUN) (K) of 5 months-old Nphpl** and Nphpl”- mice. (L) Body weight increase
in Nphp1+* and Nphpl7 mice from 1 month to 5 months-old. (M) Kidney weight to body weight ratio (KW/BW) of 5
months-old Nphp1+/+ and Nphpl”- mice. (B-M) 2 months-old: males (n = 6), females (n = 6), 5 months-old: males (n =
12)), females (n = 12)) and NphpI”- (2 months-old: males (n = 7), females (n = 5), 5 months-old: males (n = 8), females
(n = 10). (B-E, J, K, M) Mann-Whitney test: ****P < (0.0001, ns: not significant. (B-G, J, K, M) Each dot represents
one individual mouse.
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Supplementary Figure S8: Localization of tubular dilatations in NphpI”- mouse and NPHPI patient Kidneys

(A) Representative images of immunostaining of mouse kidney tubules stained with anti-SLC12A3 (DCT, grey), anti-
Calbindin (DCT and CNT, green), anti-AQP2 (CNT and CCD, red) antibodies and DAPI (nuclei, blue). Scale bar:
50um. (B) Quantification of the number of dilatations in each segment of the nephron in NphpI7-animals (n = 4). (C)
Representative images of (a-d) immunostaining of human kidney tubules from NPHPI patient stained with anti-
SLC12A3 (grey), anti-Calbindin (green) antibodies and DAPI (blue); (e-g) immunostaining of human kidney tubules
from NPHPI patient (e) and control individual (g) with anti-SLC12A3 (gray), anti-Calbindin (green), anti-Tamm-
Horsfall (TAL, red) antibodies and DAPI (blue); (f-h) immunostaining of human kidney tubules from NPHP1 patient (f)
and control individual (h) with anti-SLC12A3 (grey), anti-Calbindin (green), anti-AQP2 (red) antibodies and DAPI
(blue). Scale bar: 20um. TAL: Thick Ascending Limb of the Loop of Henle, DCT: Distal Convoluted Tubule, CNT:
Connecting Tubule, CCD: Cortical Collecting Duct.
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Supplementary Figure S9: Impact of Alprostadil treatment on body weight and tubular dilatations in NphpI1++
and NphpI-’- mice

(A) Body weight increase in NphpI** and Nphpl”- mice injected daily with vehicle (PBS) or Alprostadil (80pug/kg)
from 1 month to 5 months-old. (B) Scatter dot plot correlating the number of dilatation/10um? in cortex to the total area
covered by dilatations/cortex area in NphpI*/* and NphpI”- mice treated with PBS or Alprostadil (ALP). Pearson's test
(r = 0.9932). (C) PAS staining of kidney sections used in Figure 3 at lower magnificence. Scale bar: 50um. Arrows
indicate dilatations. (A, B) n = 9-10 male mice for each genotype/treatment.



Cilia length (um)

e —
ALP + + + + + +
Nphp1** Nphp1™”
B
Control NPHP1 Patient
,’t";.

/ARL138B/ /DAPI

Cc

Control NPHP1 Patient 1 NPHP1 Patient 2 NPHP1 Patient 3

/DAPI

Supplementary Figure S10: Impact of Alprostadil treatment on ciliogenesis in NphpI-- mice and cilia length in
NPHPI patient kidneys

(A) Effect of Alprostadil (ALP) on primary cilium length in connecting and distal convoluted tubules
of Nphp1** and Nphpl” mice at 5 months-old. n = 3 male mice for each genotype/treatment. Each dot represents one
cilium. (B) Representative images of immunostaining of human kidney sections from NPHPI1 patient and control
individual stained with anti-AQP2 (CNT and CCD, green), anti-ARL13B (cilia, red), anti-BARTTIN (TAL, DCT and
CNT, grey) antibodies and DAPI (nuclei, blue). Scale bar: 10um. (C) Immunostaining of a control and three additional
NPHPI1 patient’s kidney sections stained with anti-ARL13B (cyan) antibody and DAPI (blue). Scale bar: 20um. ALP:
Alprostadil, TAL: Thick Ascending Limb of the Loop of Henle, DCT: Distal Convoluted Tubule, CNT: Connecting
Tubule, CCD: Cortical Collecting Duct.
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Supplementary Figure S11: Impact of Alprostadil treatment on pro-fibrotic markers and global RNA-seq from
Kidney of NphpI++and NphpI”-mice

(A-E) gRT-PCR analysis of Lcn2, Kiml, Acta2, Col3al and Tgff1 expression from 5 months-old Nphp1+* and Nphp1-
mice kidneys treated or not with Alprostadil (ALP). One-way ANOVA followed by Holm-Sidak’s post-test: not
significant. Each dot represents one individual mouse. Bars indicate mean. AU: arbitrary unit. (F) Pertinent down- (light
grey) or up-regulated (dark grey) selected pathways or relevant processes involving the 480 significantly differentially
expressed genes detected by RNAseq in 5 months-old Nphpl7 mice (n = 5) in comparison to NphpI*+ mice (n = 4).
Pathways were highlighted using Metascape. ALP: Alprostadil.
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Supplementary Figure S12: In vivo validation of prostaglandin signaling as a target in zebrafish

(A) nphp4 morpholino-injected embryos were treated from 10 to 48 hours post fertilization (hpf), and morphology of
glomeruli and proximal pronephros was assessed using 7g(wt1b:GFP) transgenic embryos at 48-54 hpf. Three different
categories were established depending on the absence (normal) or presence of mild or severe glomerular dilations
(asterisks). Representative images of dorsal views, anterior to the top. Scale bar: 50um. (B) Treatment with Alprostadil
significantly reduced the percentage of severe dilations at 500nM (n = 71 embryos) and S5uM (n = 99 embryos)
compared to control DMSO (0.04%) (n = 86 embryos). (C) Treatment with Dinoprostone (50uM) (n = 77 embryos)
significantly increased the percentage of normal proximal pronephros compared to DMSO (0.04%) (n = 93 embryos).
(D) nphp4 morpholino-injected embryos were treated with Alprostadil (SuM) from 10 to 24 hpf and fixed prior to
immunostaining. Tubule lumens were labelled with phalloidin, and cilia with Tg(bactin:arl13bGFP) transgene. nphp4
knockdown leads to dilation of the cloaca region, that is partially restored with Alprostadil treatment. Representative
images of side views, anterior to the right. Scale bar: 20um. (E) Quantification of cilium length in the distal part of the
pronephros of nphp4 morpholino-injected embryos upon Alprostadil (n = 14 embryos) or DMSO (n = 11 embryos)
treatment, compared to DMSO-treated non-injected animals (n = 6 embryos). Bars indicate mean. Mann-Whitney test:
*P < 0.05, ns = not significant. Each dot represents cilia length. ALP: Alprostadil, DINO: Dinoprostone. (B-C) n = 3-5

experiments. Fisher’s exact test (Normal/Mild compared to Severe (B), Normal compared Mild/Severe (C)): *P < 0.05,
#kP < 0.01.
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Supplementary Figure S13: Impact of Taprenepag treatment on Nphp1** and Nphp1-’- mice body weight
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Préambule

Des études transcriptomiques ont été réalisées dans les URECs contrbles et NPHP1 en
réponse a la PGE1. Plusieurs pistes intéressantes ont attiré notre attention, a la fois pour
améliorer notre compréhension de la pathophysiologie de la NPH et des mécanismes
d’action de la PGE1. Nous avons décidé d’étudier plus en profondeur le role de la matrice
extracellulaire (MEC) et de I’oxydation des acides gras (FAQ). J'ai confirmé in vitro I'inhibition
de I'expression de la laminine-y2, un constituant des membranes basales exprimé dans le
rein en condition pathologique. Je n'ai pas observé de différence au niveau des
mitochondries entre les URECs contréles et NPHP1 (morphologie, masse, activité, FAO). Il
semble donc peu probable que les mitochondries participent a la pathophysiologie de la
NPH. De plus, je n'ai pas confirmé I'activation de la FAO apres traitement a la PGE1 comme

suggérée par les données de transcriptomique.

|. Introduction

La MEC est un assemblage de molécules secrétées par les cellules, leur fournissant un
support structurel. Elle est composée de protéoglycanes et de protéines fibreuses, comme le
collagene, la fibronectine, I'élastine et les laminines (Frantz et al., 2010). La MEC est a
I'origine de signaux mécaniques et biochimiques régulant de nombreux processus

physiologiques comme la différentiation ou I’homéostasie tissulaire.

La membrane basale est une MEC spécialisée séparant les cellules épithéliales de la
matrice interstitielle. Des défauts de membrane basale sont observés dans les ciliopathies
rénales, notamment dans la NPH (épaississement, amincissement, duplication) et I’ADPKD
(Cuppage et al., 1980; Cohen et Hoyer, 1986). Les laminines sont des composants majeurs
des membranes basales ou elles interagissent avec des récepteurs cellulaires comme les
intégrines (Hohenester et Yurchenco, 2013). Les laminines sont composées de trois sous-
unités, a, B et y, qui se combinent différemment en fonction des tissus. LAMC2, codant pour
la laminine y2, est surexprimé dans les URECs NPHP1 et sous-exprimé aprés un traitement a
la PGE1 (Figure 5, article). De maniere intéressante, la laminine-332 (a3, B3 et y2) est

surexprimée dans I’ADPKD et I’ARPKD, a la fois in vitro et in vivo, et participe activement a la
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kystogenése (Joly et al., 2006; Vijayakumar et al., 2014). Une accumulation de laminine-332
est observée au niveau des kystes rénaux d’'un modele de PKD, les souris Lama5™° (Shannon
et al., 2006), et sur des coupes de reins humains ADPKD, alors qu’elle n’est pas présente
dans la membrane basale des tubules rénaux en condition normale (Vijayakumar et al.,
2014). D’aprés une publication de 1986, la quantité de laminine globale ne semble pas
perturbée dans la NPH, mais la répartition des différentes isoformes de laminine n’a jamais

été étudiée (Cohen et Hoyer, 1986).

Les intégrines sont les principaux récepteurs de la MEC. Ce sont des hétérodimeres
associant une chaine a a une chaine B, leur conférant leur spécificité. Il existe dix-huit sous-
unités a et huit sous-unités B assurant un nombre de combinaisons important. Les intégrines
permettent l'adhésion cellulaire et régulent de nombreuses voies de signalisation
intracellulaires (Kechagia et al., 2019). D’apres nos données de transcriptomique, ITGA2,
codant pour l'intégrine a2, est surexprimé dans les URECs NPHP1 et le traitement a la PGE1
diminue son expression (Figure 5, article). L'intégrine a2p1 peut se lier aux collagenes de la
MEC. Elle est impliquée dans I'adhésion et la migration cellulaire (Adorno-Cruz et Liu, 2019).
De maniere intéressante, une augmentation de I'expression d’/TGA2 a déja été rapportée
dans des patients NPH (Rahilly et Fleming, 1995). ITGAZ2 est exprimé au niveau de I'anse de
Henlé, du DCT et du CNT (Lake et al., 2019), les segments altérés dans les souris et les
patients NPHP1. Par ailleurs, les souris Itga2”/- développent une protéinurie et une fibrose
rénale, soulignant le réle important de cette protéine dans I’homéostasie du rein (Girgert et
al., 2010). En plus des collagénes, les intégrines peuvent se lier aux laminines de la MEC, et
cette liaison est essentielle pour le développement du rein (Yazlovitskaya et al., 2021). La
PGE2 peut moduler I’expression de I'intégrine 1, mais aucune étude ne montre un lien avec

la régulation de I'intégrine a2 (Bai et al., 2014).

Le rein et le cceur sont les organes qui nécessitent le plus d’énergie dans le corps humain
(Wang et al., 2010b). Avec le glucose et les acides aminés, la B-oxydation des acides gras
(FAOQ) est une source d’énergie pour la cellule. La FAO est indispensable a I’lhoméostasie des
cellules tubulaires rénales. Un défaut dans cette voie métabolique participe au
développement de la fibrose rénale (Kang et al., 2015; Zhang et al., 2020; Miguel et al.,
2021a) et de ’ADPKD (Menezes et al., 2016; Hajarnis et al., 2017). Ainsi, I'activation de la
FAO est ainsi envisagée dans le traitement de la fibrose rénale (Kang et al., 2015; Miguel et
al., 2021b). D’apres nos données de transcriptomique, CPT1A et PGCIA sont sous-exprimés

dans les URECs NPHP1 et surexprimés apres un traitement a la PGE1 (Figure 5, article).
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D’aprés le RNA-seq, la PGE1 augmente également le métabolisme des acides gras dans le
rein des souris Nphp1”~ (Figure 3, article). La PGE1 exerce un effet anti-fibrotique via la voie
du TGFf (Elwakeel et al., 2019 ; détaillé dans la partie 3 de I'introduction). La PGE1 pourrait
également permettre de diminuer la fibrose rénale via une action sur la FAO. Quelques
études montrent un role de la PGE2 dans le métabolisme mitochondrial, dans le tissu
adipeux ou les macrophages par exemple (Ying et al., 2017; Sanin et al., 2018). De plus, une
étude récente montre que la PGE2 peut activer la FAO via EP1 et EP3 dans les cellules
cancéreuses (Tsai et al., 2022). Aucun lien entre la FAO et la NPH n’a encore été mentionné

dans la littérature.

Il. Résultats

1) Matrice extracellulaire (MEC)

a) La laminine y2

Dans un premier temps, j’ai validé par Western Blot (WB) I'inhibition de I’expression de
LAMC2 en réponse a la PGE1 (Figure 15A). Des résultats similaires sont observés en
immunofluoresence (IF ; Figure 15B). Afin de se rapprocher des conditions physiologiques,
j’ai cultivé les URECs dans du matrigel permettant théoriquement de former des sphéroides,
des structures 3D polarisées (Giles et al.,, 2014; Ajzenberg et al., 2015). Aprés sept et
guatorze jours de culture, j'ai obtenu des structures cellulaires ressemblant a des sphéroides
mais qui ne semblent pas polarisées, comme le montre I’absence de lumiere centrale (Figure
15C) et de cils au pole apical luminal (données non montrées), que ce soit pour les URECs
contréles et NPHP1. On observe tout de méme une accumulation de LAMC2 en périphérie
des structures (Figure 15C) suggérant leur polarisation partielle. La formation des sphéroides
n’étant pas concluante, je n’ai pas quantifié les résultats obtenus, ni poursuivi ce protocole.
En paralléle, j’ai étudié I'expression de Lamc2 dans le rein des souris Nphpl”~ et je n’ai pas
observé de différence d’expression globale (Figure 15D). LAMC2 est localisée au niveau de la
membrane basale des kystes dans des modéles murin de PKD (Shannon et al., 2006;
Vijayakumar et al., 2014). Bien que les mécanismes pathophysiologiques soient différents
entre les PKD et la NPHj, j’ai voulu étudier la localisation de LAMC2 sur des coupes de rein de
souris Nphpl”/-, a la recherche d’un enrichissement local au niveau des lésions que je
n’aurais pu détecter en gRT-PCR. Je n’ai pas observé d’accumulation de LAMC2 autour des

dilatations (Figure 15E, cercle). Aucun des anticorps n’a fonctionné sur des coupes de rein de
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patients NPH. Bien qu’étant une piste intéressante et qu’un effet clair de la PGE1 soit
observé sur I'expression de LAMC2 dans les URECs, les limites actuelles imposées par nos
modeles ne nous permettent pas de conclure quant a la surexpression de cette laminine ou

a son role potentiel dans la NPH.
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Figure 15 : Etude in vitro et in vivo de LAMC2 dans un contexte NPHP1 et en réponse a la PGE1.

(A) (haut) Image représentative d’'un WB de LAMC2 dans les URECs contrdles (CTL, n = 3) et NPHP1 (Pt, n
= 3) apres 24h de traitement au DMSO (0,04%) ou a la PGE1/Alprostadil (ALP, 2uM). (bas) Quantification
de LAMC2. Test t de Student pairé: *P < 0,05, ***P < 0,001. n = 1 ou 3 expérience(s). (B) Images
représentatives d’une IF de LAMC2 (rouge) et des noyaux (DAPI, bleu) dans les URECs CTL et NPHP1 apres
24h de traitement au DMSO (0,04%) ou a 'ALP (2uM). Echelle = 10um. (C) Images représentatives d’une
IF de LAMC2 (rouge) et de I'actine (Phalloidine, vert) dans les sphéroides d’'URECs CTL et NPHP1 apres 7j
de culture. Echelle = 20um. (D) Analyse qRT-PCR de I'expression de Lamc2 dans les reins des souris
Nphp1** et Nphp1”/- de 5 mois. Chaque point représente une souris (n = 6 par groupe). Mann Whitney : ns
= non significatif. (E) Image représentative d’une IF de LAMC2 (vert) et des noyaux (DAPI, bleu) sur les
reins de souris Nphp17- de 5 mois. La dilatation est encerclée. Echelle = 5um.

b) L’intégrine a2
Concernant I'intégrine a2, je n’ai pas observé d’augmentation significative de la quantité
d’ITGA2 dans les URECs NPHP1 (Figure 16A). J'ai observé une diminution significative

d’ITGA2 aprés traitement a la PGE1 uniquement pour 2 lignées (Figure 16A). L'effet de la

PGE1 n’est donc pas robuste au niveau protéique. De plus, je n’ai pas détecté
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d’augmentation significative d’/tga2 dans les reins des souris Nphp1”- (Figure 16B). Aucun

des anticorps testés n’a fonctionné sur des coupes de rein de souris ou de patients.
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Figure 16 : Quantité d’ITGA2 dans les URECs en réponse a la PGE1 et dans les souris Nphp1”/-.

(A) (gauche) Image représentative d’'un WB d’ITGA2 dans les URECs contréles (CTL, n = 3) et NPHP1 (Pt, n
= 3) aprés24h de traitement au DMSO (0,04%) ou a la PGE1/Alprostadil (ALP, 2uM). (droite)
Quantification d’ITGA2. Test t de Student pairé : *P < 0,05, ns = non significatif. n = 1 a 3 expérience(s). (B)
Analyse qRT-PCR de I'expression d’/tga2 dans les reins des souris Nphp1** et Nphp1”/- de 5 mois. Chaque
point représente une souris (n = 6 par groupe). Mann Whitney : ns = non significatif.

2) Oxydation des acides gras (FAO)

J'ai ensuite étudié les mitochondries et la FAO dans un contexte NPHP1 et en réponse a
la PGE1. Dans les URECs, I'absence de NPHP1 ainsi que le traitement n’impactent pas la
morphologie des mitochondries (Figure 17A). De maniéere cohérente, je n’ai pas observé de
différence majeure de marquage mitochondrial au niveau des cellules tubulaires des souris
Nphpl”/-, que ce soit dans les tubules dilatés ou normaux (données non montrées). Les
données de RNA-seq indiquent que I'expression de PGCI1A est diminuée dans les URECs
NPHP1 et augmentée apres traitement a la PGE1. PGC1A est un facteur de transcription
impliqué dans le contréle de la biogenéese des mitochondries (Halling et Pilegaard, 2020). La
guantification de I'intensité de fluorescence de COXIV, une protéine de la membrane interne
des mitochondries, ne montre pas de différence de masse mitochondriale (quantité totale
de mitochondries) entre les URECs contrdles et NPHP1, ni d’effet de la PGE1 (données non
montrées). J’ai confirmé cette observation en WB (Figure 17B) et en cytométrie en flux, avec
la quantification de I'intensité du MitoTracker, une sonde fluorescente marquant toutes les
mitochondries (Figure 17C). D’aprés la quantification de I'intensité du MitoSpy, une sonde
fluorescente marquant les mitochondries actives, il n'y a pas de différence significative
d’activité mitochondriale entre les URECs controles et NPHP1 (Figure 17D). Le traitement a

la PGE1 ne semble avoir qu’un faible impact positif sur I’activité mitochondriale (Figure 17D).
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Figure 17 : Morphologie, masse et activité mitochondriale dans les URECs en réponse a la PGE1.

(A) Images représentatives d’une IF des mitochondries (COXIV, orange) et des noyaux (DAPI, bleu) dans
les URECs contrdles (CTL) et NPHP1. Echelle = 10pum. (B) Image d’'un WB de COXIV dans les URECs CTL (n =
3) et NPHP1 (Pt, n = 2) aprés 48h de traitement au DMSO (0,04%) ou a la PGE1/Alprostadil (ALP, 2uM). n =
1 expérience. (C, D) (gauche) Image représentative de lintensité moyenne de fluorescence du
MitoTracker (C) et du MitoSpy (D) en cytométrie en flux, dans les URECs aprés 48h de traitement au
DMSO (0,04%, gris) ou a I’ALP (2uM, bleu). (droite) Quantification de I'intensité moyenne de fluorescence
du MitoTracker (C) et du MitoSpy (D) dans les URECs CTL (n = 3) et NPHP1 (n = 3). Chaque point
représente une lignée d’URECs. Test t de Student pairé (DMSO vs ALP) ou non pairé (CTL vs NPHP1) : *P <
0,05, ns = non significatif. n = 1 ou 2 expérience(s).

J'ai ensuite étudié la FAO. Tout d’abord, j’ai analysé I'expression des autres acteurs clés
de la voie par gRT-PCR. CPT1A et CPT2 sont localisées au niveau de la membrane
mitochondriale et permettent le transport de I'acétyl-coA. ACOX1 et ACOX2 sont localisées
dans les peroxysomes ou ils désaturent les longues chaines d’acides gras pour qu’elles
puissent étre utilisées pour la FAO. PPARA et PGC1A sont deux facteurs de transcription
activant la FAO. J'ai pu confirmer par qRT-PCR I'augmentation de I'expression de CPT1A et
PGC1A observée dans le RNA-seq en réponse au traitement a la PGE1 (Figure 5C, article ;
Figure 18A). CPT2, ACOX1 et PPARA ne sont en revanche pas différemment exprimés en
réponse au PGE1 (Figure 18A). ACOX2 n’est pas exprimé par les URECs. En plus de ces genes
classiquement étudiés comme marqueur de la FAO, I'expression de PDK4, une kinase
mitochondriale régulant le métabolisme du glucose et des acides gras, est positivement
corrélée a l'activation de la FAO (Pettersen et al.,, 2019). De maniére intéressante,
I’expression de PDK4 est augmentée apres traitement a la PGE1l (Figure 18A).

L'augmentation de PDK4 n’est que partiellement confirmée par WB, la variabilité entre les
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réplicas n’ayant pas permis d’atteindre le seuil de significativité pour toutes les lignées
testées (Figure 18B). Enfin, Cptla n’est pas difféfremment exprimé dans le rein des souris
Nphp1”- (Figure 18C). L’absence d’anticorps fonctionnant en IF sur les coupes histologiques
ne nous a pas permis d’investiguer des modulations locales de la FAO au niveau des

dilatations des souris Nphp1”- ou dans les reins des patients NPHP1.
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Figure 18 : Expression des acteurs de la FAO dans les URECs en réponse a la PGE1 et dans le rein des
souris Nphp17-.

(A) Analyse qRT-PCR de I'expression des acteurs de la FAO dans les URECs NPHP1 (n =5) aprés 24h de
traitement a la PGE1/Alprostadil (ALP, 2uM). n = 2 expériences. (B) (haut) Image représentative d’'un WB
de PDK4 dans les URECs contréles (CTL, n = 3) et NPHP1 (Pt, n = 3) aprés 24h de traitement au DMSO
(0,04%) ou a I'ALP (2uM). (bas) Quantification de PDK4. n = 2 ou 3 expériences. (C) Analyse qRT-PCR de
I’expression de Cptla dans les reins des souris Nphp1** et Nphpl”- de 5 mois. Chaque point représente
une souris (n = 6 par groupe). Mann Whitney : ns = non significatif. (A, B) Test t de Student pairé : *P <
0,05, **P < 0,01, ns = non significatif.

Face aux résultats partiellement informatifs du MitoSpy et des gRT-PCR, jai décidé
d’utiliser la technique du Seahorse pour étudier I'activité des mitochondries et la FAO, en
I'absence de NPHP1 et apres traitement a la PGEl. Le Seahorse est une technologie
permettant d’étudier la respiration mitochondriale, en étudiant le taux de consommation
d’oxygene (OCR) suite a différents traitements (Figure 19A). Brievement, I'oligomycine
inhibe la synthése d’ATP par le complexe V dans les mitochondries. Le FCCP rend la
membrane mitochondriale perméable aux protons et stimule la respiration mitochondriale a
son maximum. L’antimycine A et la roténone inhibent les complexes | et Il des
mitochondries, et empéchent toute respiration mitochondriale. Je n’ai pas observé de
différence de respiration mitochondriale entre les URECs contrdles et NPHP1 en condition
basale (Figure 19B). Aprés traitement a la PGE1, la respiration mitochondriale basale n’est

pas modifiée pour les URECs contrdles mais semble plus faible la lignée NPHP1 Pt3 (Figure
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19C, droite). Afin d’étudier I'impact du traitement a la PGE1 sur la FAOQ, les cellules ont été
traitées a I’étomoxir, un inhibiteur de CPT1A. Comme attendu, I'"OCR diminue apres
traitement a I’étomoxir (courbes en orange), et ne peut pas atteindre le plateau maximum
observé en condition basale aprés traitement avec le FCCP (Figure 19C). Le traitement a
I’étomoxir diminue de maniere plus importante I'OCR lorsque les URECs controles ont
préalablement été traitées a la PGE1 pendant 24h, suggérant que la PGE1 augmente la
contribution de la FAO dans la respiration mitochondriale (Figure 19C, gauche et centre). En
revanche aucun effet n’est observé pour la lignée NPHP1 Pt3 testée dans les mémes

conditions (Figure 19C, droite).
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Figure 19 : Respiration mitochondriale et FAO dans les URECs en réponse a la PGE1.

(A) Profil du taux de consommation d’oxygéne (OCR) au cours du temps lors d’une expérience de
Seahorse. L'oligomycine inhibe la synthese d’ATP par le complexe V dans les mitochondries. Le FCCP rend
la membrane mitochondriale perméable aux protons et stimule la respiration mitochondriale a son
maximum. L’antimycine A et la roténone inhibent les complexes | et Ill des mitochondries, et empéchent
la respiration mitochondriale. L’ajout de différentes molécules permet d’analyser la capacité respiratoire
des cellules. (B) OCR des URECs contréles (CTL, n = 2) et NPHP1 (Pt, n = 2) dans des conditions basales,
apres 'ajout d’oligomycine (O), de FCCP (F) et d’antimycine A et roténone (A+R). n = 2 expériences. (C)
OCR des URECs contréles (n = 2, gauche et centre) et NPHP1 (n = 1, droite), avec ou sans inhibition de la
FAO avec I'étomoxir (ETO, 25uM), aprés 24h de traitement au DMSO (0,04%) ou a la PGE1/Alprostadil
(ALP, 2uM). n = 1 ou 2 expérience(s).

102



RESULTATS - Partie2

I1l. Conclusion et discussion

Le traitement des URECs NPHP1 avec la PGE1 a permis de restaurer la ciliogenése via la
régulation du cycle cellulaire et la modulation du cytosquelette d’actine. Les analyses
transcriptomiques ont cependant mis en avant d’autres voies de signalisation dérégulées en

I’absence de NPHP1 et modulées par la PGE1.

La fibrose est communément observée dans les maladies rénales chroniques et les
ciliopathies rénales comme la NPH. Un remodelage important de la MEC se produit pendant
le processus fibrotique. Plusieurs études montrent I'importance du cil primaire dans le
remodelage de la MEC (Seeger-Nukpezah et Golemis, 2012; Collins et Wann, 2020). En effet,
des défauts ciliaires peuvent altérer la signalisation des intégrines et la production de MEC.
Notamment, une étude montre que la perte du cil favorise la transition endothéliale-
mésenchymateuse (Egorova et al., 2011). Nos résultats dans les URECs suggerent que
I’absence de NPHP1 s’accompagne d’une modulation de I'expression de génes codant des
protéines en lien avec la MEC, notamment de certaines intégrines et laminines. De maniere
cohérente, d’autres modeles cellulaires de ciliopathies montrent une modification de

I"activité des intégrines et de 'adhérence a la MEC (van Adelsberg, 1994; Battini et al., 2006).

La PGE2 est connue pour diminuer la fibrose, notamment via EP2 (Mutsaers et
Ngrregaard, 2022). De maniéere cohérente, les données de transcriptomique montrent que la
PGE1 diminue I’expression de génes codant pour des constituants de la MEC (laminines) ou
interagissant avec la MEC (intégrines) dans les URECs NPHP1. L'effet de la PGE1l est
particulierement visible sur LAMC2 qui est associé a la kystogenése dans des modeles PKD
(Joly et al., 2006; Vijayakumar et al., 2014). La laminine y1 peut étre utilisée comme
biomarqueur de remodelage de la MEC dans les maladies rénales chroniques et corréle avec
un risque élevé d’IRT (Holm Nielsen et al., 2018). Il serait intéressant d’étudier |'effet de la
PGE1 sur LAMC1, et d’étudier plus en détail LAMC2 dans la NPH pour déterminer s’il peut

servir de biomarqueur.

Il @ précédemment été décrit que I"'absence de NPHP1 dans les MDCK résulte en la
formation de sphéroides désorganisés avec plusieurs lumiéres (Delous et al., 2009) ou une
lumiere irréguliére associée a des défauts de jonctions serrées dans les mIMCD3 (Sang et al.,
2011). Cela est cohérent avec le role de NPHP1 aux jonctions cellulaires, et avec nos

résultats de transcriptomique qui soulignent le role de cette protéine dans I’organisation du
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cytosquelette. Nous n’avons pas réussi a obtenir de sphéroides correctement polarisés avec
formation d’une lumiéere centrale, bien que nous ayons suivi les protocoles publiés pour les
URECs (Ajzenberg et al., 2015; Slaats et al., 2015). Ces précédentes études ont cependant
été réalisées sur des URECs primaires tandis que les nétres sont immortalisées. Les
structures que nous avons obtenues semblent cependant étre un minimum polarisées
puisque LAMC2 est enrichie au niveau de la membrane basale. Nous avons cependant

décidé d’abandonner cette approche dans les URECs.

Des défauts des mitochondries (diminution de la masse mitochondriale, fragmentation
des mitochondries, augmentation du stress oxydatif) ainsi qu’une diminution de la FAO sont
observés dans les maladies rénales aigles et chroniques (Kang et al., 2015; Duann et Lin,
2017). Parallélement, plusieurs études montrent un lien entre le métabolisme mitochondrial
et le cil primaire. Le flux augmente la lipophagie, d’'une maniere dépendante du cil primaire,
produisant des acides gras qui sont utilisés pour la FAO et la production d’ATP (Miceli et al.,
2020). Des défauts des mitochondries peuvent influencer la ciliogenése (Burkhalter et al.,
2019; Failler et al., 2021) et sont observés dans ’ADPKD (Ishimoto et al., 2017; Cassina et al.,
2020) ou est aussi rapporté une diminution de la FAO (Menezes et al., 2016, Hajarnis et al.,
2017). Malgré ces liens possibles, nous n’avons pas observé d’anomalie des mitochondries
ou de la FAO dans nos modeéles NPHP1. Les souris Nphp1”- présentent peu de lésions rénales
(dilatations tubulaires) et ne développent pas de fibrose, ce qui peut expliquer I'absence de
changements métaboliques. Méme en prenant en compte la variabilité entre les lignées
d’URECs, il ne semble pas que I'absence de NPHP1 impacte la morphologie, la quantité ou
I'activité des mitochondries. Il est toutefois intéressant de noter que I'absence de XNPEP3,
une protéine mitochondriale, résulte en des phénotypes de type ciliopathie chez le ZF, et
gue des variants de ce géne sont a l'origine d’'une maladie rénale ressemblant a la NPH chez

'Homme (O’Toole et al., 2010).

Les résultats concernant la modulation de la FAO par la PGE1 sont difficiles a interpréter.
Tout d’abord, mis a part PDK4, seule I'expression de CPT1A et PGC1A est augmentée aprés
traitement a la PGE1. Les autres études montrent une surexpression de tous les membres de
la voie lorsque la FAO est augmentée dans les maladies rénales chroniques et la fibrose
(Kang et al., 2015). Les expériences ayant eues pour but de mesurer I'activité des
mitochondries (cytométrie en flux) ou la respiration mitochondriale (Seahorse) ne montrent
pas un effet franc de la PGE1 sur la FAO. L’activation partielle des génes de la voie pourrait

expliquer I'absence d’effet fonctionnel. Une étude montre que la PGE2 peut moduler
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positivement la FAO via les récepteurs EP1 et EP3 (Tsai et al., 2022). Les URECs expriment
faiblement EP1 et EP3. Une modulation de la FAO par EP2, le récepteur le plus exprimé dans
les URECs, est cependant possible. En effet, la production d’AMPc présente un effet positif
sur I'expression de PGC1A, ce qui pourrait expliquer partiellement nos résultats (Louet et al.,

2002; Lv et al., 2017; Wahlang et al., 2018).

IV. Matériel et méthodes

Les protocoles concernant les URECs, I’extraction d’ARN et de protéines, la qRT-PCR, I'lIF,
I"acquisition d’images, le WB et |'analyse statistique sont détaillés dans le matériel et

méthodes de I'article.

Sphéroides. Les URECs ont été ensemencées dans une plaque 96 puits avec un fond en
verre (655892, Greiner) a une concentration de 1.25x10* cellules/puit dans du REBM/50%
matrigel (356331, Corning). Aprés 1h a 37°C, 150uL de REBM pré-chauffé a 37°C est ajouté.
Le milieu est ensuite changé tous les 2 jours. Les sphéroides sont fixés aprés 7 jours et 14

jours.

Anticorps. Les anticorps suivants ont été utilisés : LAMC2 (1/1000° pour les WB, 1/200°
pour les IF; Sigma, AMAB91098), ITGA2 (1/1000¢ ; Abcam, ab181548), COXIV (1/1000¢ pour
les WB, 1/300° pour les IF ; Proteintech, 11242-1-AP) et PDK4 (1/1000¢ ; Proteintech, 12949-
1-AP).

Immununofluorescence (IF). Les sondes fluorescentes MitoSpy Orange CMTMRos
(424803, BiolLegend) et MitoTracker Red (M7512, ThermoFischer) ont été utilisées pour
marquer respectivement les mitochondries actives et totales. Brievement, les cellules ont
été rincées au PBS 1X, avant d’étre incubées avec la sonde, a une concentration de 250nM

dans du milieu sans sérum, pendant 30min a 37°C.

Cytométrie en flux. Les URECs ont été ensemencées dans une plaque 6 puits a une
concentration de 1.5x10° cellules/puit dans du REBM. Aprés 3 jours, les cellules ont été
traitées avec 2uM d’Alprostadil ou 0.04% de DMSO. Apres 48h, les sondes fluorescentes
MitoSpy et MitroTracker sont ajoutées sur les cellules, a une concentration de 20nM, selon

la description faite dans la partie IF. La viabilité cellulaire est déterminée avec un marquage
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au Helix NP Blue (425305, BioLegend). Les études sont réalisées sur I'appareil Fortessa X-20

(BD Biosciences). Les résultats sont analysés avec le logiciel FlowJo.

gRT-PCR. Les primers utilisés pour I’étude de la FAO sont les suivants :

Géne Espéce Primer forward (5’ to 3’) Primer reverse (5’ to 3’)
CPT1A Homme CCATGCCATCCTGCTTTACA ATCGTGGATCCCAAAAGACG
CPT2 Homme GCTGCCTATTCCCAAACTTGA TCTGTTTTCCTGAACTGGCC

ACOX1 Homme | GGCGCATACATGAAGGAGACCT AGGTGAAAGCCTTCAGTCCAGC

PGCIA Homme CCAAAGGATGCGCTCTCGTTCA CGGTGTCTGTAGTGGCTTGACT

PPARA Homme CTATCATTTGCTGTGGAGATCG AAGATATCGTCCGGGTGGTT
PDK4 Homme GGTGGTGTTCCCCTGAGAAT GGCAAGCCGTAACCAAAACC

Seahorse. Les URECs ont été ensemencées dans une plaque 96 puits Seahorse (101085-
004, Agilent) a une concentration de 1.5x10° cellules/puit dans du REBM. Aprés 3 jours, les
cellules ont été traitées avec 2uM d’Alprostadil ou 0.04% de DMSO. Apres 24h, les cellules
sont rincées au PBS 1X et le milieu est remplacé par du DMEM faible en phosphate. Les
cellules sont placées dans un incubateur a 37°C sans CO; en attendant d’étre analysées avec
I’appareil Seahorse XF96 (Agilent). La respiration mitochondriale est analysée avec le kit

Long Chain FAO Stress Test (103672-100, Agilent).
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Le criblage d’une banque de molécules présentant une biodisponibilité et une sécurité
connues chez ’'Homme a permis I'identification de la PGE1, un analogue de la PGE2, comme
stratégie thérapeutique potentielle dans le cadre de la NPH. La PGE1 corrige les défauts
phénotypiques associés a la perte d’expression de NPHP1, dans des lignées cellulaires
invalidées pour ce gene et les URECs issues de patients NPHP1. De plus, elle atténue les
lésions rénales et ciliaires des ZF nphp4 et des souris Nphp17-. Enfin, un agoniste spécifique
du récepteur EP2 améliore la dégénérescence rétinienne sévére des souris Nphp1”/-. La PGE1
exerce son effet bénéfique via des voies de signalisation communes entre les URECs NPHP1
et les souris Nphp1”-: la stimulation de ’AMPc, le cycle cellulaire, la régulation de I’adhésion
et de la MEC, et la réorganisation du cytosquelette. Notre étude démontre donc le potentiel
thérapeutique de [I'utilisation de molécules pharmacologiques dans la correction des

phénotypes associés a la délétion du locus NPHP1.

. Modeles utilisés

Ce travail de these a été principalement réalisé dans deux modeles d’études : les URECs

NPHP1 et les souris Nphp1”-.

1) URECs

Les URECs sont un modele d’étude cellulaire trés avantageux. Leur recueil est simple et
non invasif, et permet de travailler sur des cellules épithéliales rénales exprimant les variants
génétiques propres a chaque patient. Il en résulte cependant une relativement grande
variabilité entre les lignées issues de différents donneurs. Les cellules primaires ne pouvant
survivre au-dela de quelques passages, nous les immortalisons avec un vecteur lentiviral
portant I'antigene grand T de SV40 thermosensible. Une fois les cellules placées a 39°C,
I'expression de SV40 diminue et les cellules arrétent de proliférer. Le cycle cellulaire et la
ciliogenese étant étroitement liés, j’ai vérifié que la dynamique d'extinction de SV40 était
similaire entre les lignées contrdles et patients (Figure S2C-D, article). L'immortalisation ne
change pas les caractéristiques des URECs (ciliogenése, profil transcriptomique ; Figure S2A,
article). Les URECs expriment des marqueurs des différents segments du tubule rénal (Figure
S2A, article). Parallelement, mes résultats de cytométrie en flux indiquent que les URECs
expriment majoritairement des marqueurs des cellules proximales (GGT1) et des cellules
souches (fortement CD24, faiblement CD133/PROM1 ; données non montrées). Plusieurs

populations de cellules souches existent dans le rein. Les populations se distinguent les unes
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des autres grace a l'expression ou non des marqueurs CD24, CD133/PROM1 et
CD106/VCAM1 (Huang et al., 2021a). Je n’ai pas étudié le marqueur CD106/VCAM1 en
cytométrie, mais les analyses de RNA-seq montrent qu’il est exprimé par les URECs (Figure
S2A, article). Ces résultats indiquent donc que les URECs sont principalement des cellules
proximales et progénitrices. Leur capacité proliférative participe sans doute a leur
établissement en culture aprés le recueil. De plus, les URECs expriment principalement
PTGER2 (EP2), qui est le récepteur EP le moins exprimé par les cellules épithéliales rénales. Il
est cependant exprimé par les cellules progénitrices, renforgant I’hypothése que les URECs

sont des cellules souches rénales (Angelotti et al., 2012; Fuchs et al., 2022).

2) Modeéles murins Nphp1

a) Rein

A I'exception des souris Glis2/Nphp7, aucun modéle murin orthologue décrit avant ce
travail ne reproduisait les caractéristiques histologiques et le défaut de fonction rénal
observés dans la NPHj. Aucune lésion rénale n’a été observée dans les deux modeéles murins
Nphp1 précédemment générés, les souris Nphp1%?0 et Nphp19t (Jiang et al., 2008; Louie et
al., 2010). Pour cette raison, nous avons créé un modéle de souris Nphp1”7 par CRISPR-Cas9,
avec une délétion de I’ATG de I'’exon 1, menant a une absence totale d’expression du gene et
de la protéine (Figure S5, article). Mon travail a permis de montrer que les souris
développent des dilatations rénales dans le DCT et le CNT (Figure S8A,B, article), comme le
modele murin de NPHi jck/Nek8/Nphp9 (Blanc et al., 2021). La localisation des dilatations
des souris Nphpl”/- est en accord avec les marquages que nous avons effectués sur des
biopsies de patients, qui montrent que les dilatations sont présentes majoritairement dans
la partie distale du néphron, bien gu’elles soient également étendues a I'anse de Henlé
(Figure S8C, article). La présence des dilatations dans un plus grand nombre de segments du
néphron peut étre expliquée par le prélévement des biopsies a des stades tardifs de la NPH.
La longueur des cils est augmentée dans les dilatations des souris Nphp1”-. Des cils plus
longs sont également observés dans d’autres modeles murins de NPH comme les souris
Cep290 (Ramsbottom et al., 2018), dans les biopsies de patients CEP290 (Ramsbottom et al.,
2018) et dans nos biopsies de patients NPHP1 (Figure S10B,C, article). A I'inverse, une étude
rapporte des cils plus courts dans une biopsie rénale de patient NPHP1 (Ning et al., 2021).
Bien que nos souris ne développent pas de fibrose d’un point de vue histologique, nous
détectons une signature transcriptomique pro-fibrotique par RNA-seq et une augmentation

de I"'expression Collal (Figure 3E, S11F, article). Nos souris semblent donc récapituler les
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premiers stades de la NPHj. Pendant la révision de |'article, un nouveau modele murin
Nphp1 a été publié, avec une délétion des exons 2 a 22 du gene Nphp1 (Li et al., 2021a). Les
souris Nphp19¢'>22 développent une polyurie dés I’Age de cing semaines, mais ne présentent
pas de dilatations tubulaires ou d’épaississement des membranes basales avant I'age de
neuf mois. De plus, elles n’ont pas de fibrose interstitielle majeure ou d’augmentation de la
créatinine plasmatique avant I’age d’un an et demi (Li et al., 2021a). Bien que reproduisant
certaines caractéristiques de la NPHj, les souris Nphp1”7- et Nphp19€'2-22 développent peu de

Iésions et tardivement en comparaison de ’'Homme.

b) Rétine

Les souris Nphp1”/- développent une rétinopathie sévére dés le quatorziéme jour apreés la
naissance, avec une perte totale des photorécepteurs a quarante-cing jours (Figure S6,
article). La dégénérescence rétinienne est plus sévére que celle du modéle Nphp1%'?9, ol les
premiers défauts sont observés a vingt-et-un jours avec une perte compléete des
photorécepteurs a huit mois (Jiang et al., 2009), et celle du modéle Nphp19, ou le nombre
de photorécepteurs diminue jusqu’a quatre mois sans disparition totale par la suite (Louie et
al., 2010; Datta et al., 2021). Les souris Nphp1%?-?2 ne possédent plus de photorécepteurs a
I’age de cing semaines. Les temps précoces n’ont pas été étudiés et ne permettent pas de
comparer la gravité du phénotype rétinien entre ce modéle et nos souris Nphp1”-. La perte
des photorécepteurs dans les souris Nphp1 est cohérente avec la dégénérescence rétinienne

parfois observée dans les patients NPHP1 (Birtel et al., 2021).

3) Comparaison des modeles in vitro/in vivo

Les défauts ciliaires de nos modeéles sont variables : |a ciliogenése est diminuée dans les
URECs NPHP1 sans changement de la taille des cils, alors que la taille des cils est diminuée
dans les ZF nphp4, mais augmentée dans les dilatations des souris Nphp17-. Tous ces défauts
sont pourtant restaurés par la PGE1. Comme pour les URECs, I'invalidation de Nphp1 dans
les cellules MDCK et mIMCD3 cause un défaut de ciliogenéese (Delous et al., 2009 ; Figure S1,
article). De maniére intéressante, le phénotype ciliaire change lorsque les MDCK Nphp1 sont
cultivées en 3D (sphéroides). Les cils deviennent alors plus longs que ceux des controles,
comme dans les souris Nphpl”- et les biopsies de patients NPHP1. Les phénotypes ciliaires
varient en fonction des modeles cellulaires de ciliopathies : on peut observer un défaut de
ciliogenése et/ou une augmentation de la longueur des cils (Bizet et al., 2015; Ramsbottom

et al., 2018; Molinari et al., 2019; Kruczek et al., 2022). La diminution de la taille des cils est
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un phénotype de ciliopathie classiquement observé chez le ZF (Song et al., 2016). La grande
diversité des processus influencant la ciliogenese et la longueur des cils peut expliquer
pourquoi nous observons des différences de phénotype ciliaire en fonction du type

cellulaire, de la méthode de culture (2D, 3D), de I'organe ou de I’organisme (Park, 2018).

Il. Effet bénéfique de la PGE1 sur les phénotypes ciliaires des URECs NPHP1

1) Ciliogenése et défaut de composition ciliaire

Les URECs NPHP1 ont un défaut de ciliogenese. La ciliogenése est un critére qui a été
utilisé dans plusieurs criblages cherchant a identifier des génes de ciliopathies ou des
molécules thérapeutiques (Kim et al., 2010, 2018; Wheway et al., 2015; Lake et al., 2020).
Notre crible de molécules a montré I'effet robuste de la PGE1 dans I"'augmentation de la
ciliogenese des URECs NPHP1. Deux autres études ont utilisé avec succés une approche
similaire, a savoir la compensation des défauts de ciliogenése provoqués par I'absence d’un
gene NPHP par des molécules pharmacologiques. Les travaux de Kim et al. ont montré I'effet
bénéfique de l'eupatiline sur le défaut de ciliogenese de cellules RPE1 invalidées pour
CEP290/NPHP6 (Kim et al., 2018). Cet effet est expliqué par I"'augmentation de I’expression
et de la localisation ciliaire d’IQCB1/NPHP5 aprés traitement, compensant I’absence de
CEP290/NPHP6. L’eupatiline améliore également la sensibilité a la lumiére des souris
Cep290/Nphp6. Dans leur étude, Lake et al. utilisent des cellules RPE1 invalidées pour
RPGRIP1L/NPHP8 et TMEM67/NPHP11 (Lake et al., 2020). La Fasudil, un inhibiteur de ROCK-
1 et ROCK-2, restaure la ciliogenése des RPE1 RPGRIP1L/NPHP8, mais pas des RPE1l
TMEM67/NPHP11.

L'absence de NPHP1 perturbe l'intégrité de la TZ. Ning et al. ont montré une
augmentation de NPHP4 dans le compartiment ciliaire sur une biopsie de patient NPHP1
(Ning et al., 2021). J’'ai étudié la localisation de NPHP4 et NPHP11 dans deux lignées d’URECs
NPHP1. Contrairement a ce qui a été précédemment observé, la localisation de NPHP4 et
NPHP11 est toujours restreinte a la TZ (donnée non montrées). L'une des deux lignées
d’URECs NPHP1 analysée présente une diminution de la quantité de ces deux protéines a la
TZ. Cette lignée possede une délétion homozygote du locus NPHP1, tandis que "autre lignée
porte une délétion hétérozygote avec une mutation faux-sens. L'étude des phénotypes sur

I’ensemble de nos URECs NPHP1 ne permet cependant pas de conclure a une corrélation
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entre le phénotype (diminution de la ciliogenése, défaut de composition ciliaire, réponse a la

PGE1) et le type de variant (délétion ou mutation faux/non-sens).

La perte d’intégrité de la TZ méne a un défaut de composition ciliaire. Ning et al. ont
montré une diminution d’INPP5E dans le compartiment ciliaire sur une biopsie de patient
NPHP1 (Ning et al., 2021). J’ai obtenu le méme résultat dans les URECs NPHP1 (Annexe 4).
De plus, on observe une diminution du nombre de cils exprimant I'adénylate cyclase Il
(AC3), bien que sa quantité par cil positif ne soit pas diminuée (Figure 2D-F, article). La perte
de la localisation ciliaire d’AC3 a été précédemment observée dans d’autres modeles de
ciliopathies (Halbritter et al., 2013a; Bizet et al., 2015; Ryan et al., 2018; Molinari et al.,

2019). La PGE1 permet de restaurer partiellement ce défaut de composition ciliaire.

2) Mécanismes d’action de la PGE1 sur la ciliogenése

La signalisation AMPc stimule la ciliogenése, en augmentant la vitesse du trafic IFT
antérograde et en régulant des acteurs clés du processus de ciliogenése (New et Wong,
2007; Besschetnova et al., 2010; Oishi et al., 2012; Gerarduzzi et al., 2014; Senatore et al.,
2021). Plusieurs études montrent qu’EP4 stimule la ciliogenése via 'augmentation de la
production d’AMPc grace a son activité Gas (Jin et al., 2014; May-Simera et al., 2018). Bien
qu’EP2 soit également couplé a une Gas, aucun lien n’a encore été établi dans la littérature
entre ce récepteur et la ciliogenese. Les URECs expriment principalement PTGER2 (EP2;
Figure S4A, article). J’ai confirmé |’activation de la voie AMPc aprés I'ajout de la PGE1
(Figure S14A-C, article). De plus, la stimulation des URECs avec la forskoline, un activateur
des adénylates cyclases, mime les résultats obtenus avec la PGE1 (Figure S14A,D,E, article).
Enfin, l'utilisation d’un agoniste spécifique d’EP2 induit un effet similaire a la PGE1, alors
gu’un agoniste spécifique d’EP4 n"augmente que faiblement la ciliogenése des URECs NPHP1
(données non montrées, brevet W02019075369A1). Ainsi, EP2 est le récepteur principal
permettant la restauration de la ciliogenése dans les URECs NPHP1 via I’AMPc. Nos résultats

prouvent pour la premiére fois qu’EP2 a un effet positif sur la ciliogenése in vitro.

Il a été précédemment démontré que la stimulation d’EP4 augmente la vélocité du trafic
IFT antérograde (Jin et al., 2014). Nous n’avons pas étudié la vélocité du trafic IFT. En
revanche, j’ai démontré que la PGE1 augmente la quantité de p27!, une protéine du cycle
cellulaire indispensable a I’entrée en quiescence des cellules (Figure S14F-G, article). p27Xi!

est un régulateur positif de la ciliogenése (lzawa et al., 2015; Yukimoto et al., 2020). Ce
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résultat est cohérent avec de précédents travaux montrant que I’AMPc, via le facteur de
transcription CREB, et la PGE2 augmentent I’expression de p27¢?! (New et Wong et al., 2007;
Nasrallah et al., 2015; May-Simera et al., 2018). De plus, j'ai observé une diminution de
I'activité de RhoA aprés traitement a la PGE1 (Figure 5D, article). RhoA augmente la
contractilité du cytosquelette d’actine et est un régulateur négatif de la ciliogenése (Valente
et al., 2010; Hernandez-Hernandez et al., 2013; Streets et al., 2020). L’AMPc et p27XP! sont
connus pour inhiber RhoA et les RhoGTPases (Besson et al., 2004; Zieba et al., 2011; Oishi et
al., 2012; Gerarduzzi et al., 2014). De plus, une étude montre que la PGE2 diminue I'activité
de ROCK-2, une protéine régulée par RhoA, via une phosphorylation spécifique de la PKA
(Gerarduzzi et al., 2014). L'effet bénéfique du Fasudil (cité précédemment) sur la ciliogenése
est ainsi cohérent avec |'effet de la PGE1 sur le cytosquelette d’actine (Lake et al., 2020).
Pour conclure, la PGE1, via les récepteurs EP2 et EP4, permet la restauration de la
ciliogenese des URECs NPHP1 par une convergence de multiples voies de signalisation

(Figure 20).
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Figure 20 : Mode d’action de la PGE1 dans les URECs NPHP1.

3) Localisation ciliaire des EPs

Jin et al. ont été les premiers a démontrer la localisation ciliaire d’EP4 et I'effet de la

stimulation de I’AMPc au niveau du cil sur la ciliogenése (Jin et al., 2014). D’autres études
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ont ensuite confirmé la localisation d’EP4 au cil primaire (Li et al., 2021b; Wu et al., 2021). En
accord avec ces résultats, une étude récente montre que la localisation ciliaire d’EP4 est
indispensable pour I’activation de la voie AMPc par la PGE2 et des mécanismes cellulaires
qui en dépendent (ici la kystogenése; Hansen et al., 2022). De maniére paralléle aux
résultats de Jin et al. avec EP4, I'augmentation de la ciliogenése dans les URECs NPHP1
semble passer par EP2 via une production d’AMPc. Aucune étude n’a rapporté de
localisation ciliaire pour les autres récepteurs EPs. J'ai donc transfecté des vecteurs
exprimant les protéines humaines EP1, EP2 et EP4 couplées a la GFP dans les cellules
mIMCD3. EP3 n’a pas été étudié en raison du nombre important de variants d’épissage
exprimés chez ’'Homme. En plus d’'un marquage membranaire, on observe une localisation
au cil primaire pour les protéines de fusion EP2-GFP et EP4-GFP (Annexe 5). Aucune
localisation ciliaire n’a été observée pour EP1-GFP. De la méme maniere qu’EP4, il semble
donc qu’EP2 soit localisé au cil primaire, d’ou il peut activer une signalisation AMPc/PKA.
Aucun des anticorps commerciaux que nous avons testés n’a fonctionné en IF et ne nous a
permis de détecter la protéine endogéne pour confirmer ces résultats. Les vecteurs EP-GFP
n‘ont pas été utilisés dans les URECs, les transfections transitoires étant difficilement
réalisables. Bien qu’EP2 puisse étre enrichi dans le cil primaire, la production ciliaire d’AMPc
via ce récepteur ne semble pas étre le mécanisme principal d’augmentation de la ciliogenése
dans les URECs. La production d’AMPc est en effet similaire entre les lignées controles et
NPHP1, et n’est pas corrélée au pourcentage de ciliogenese (Figure S14A, article). Elle

repose donc probablement sur la présence des récepteurs a la membrane plasmique.

ll. Effet bénéfique de la PGE1 sur les phénotypes des souris Nphp1”/-

a) Rein

Le traitement quotidien des souris Nphp17-avec une injection intra-péritonéale de PGE1
diminue la taille et le nombre de dilatations rénales et restaure la longueur des cils dans les
dilatations. Le RNA-seq montre que la PGE1l abolit la signature pro-fibrotique des reins
Nphp17- (Figure 3E,F, article). Ce dernier résultat est en accord avec d’autres études
montrant le réle anti-fibrotique de la PGE2 (Bozyk et al., 2011; Elwakeel et al., 2019). Tout
comme dans les études transcriptomiques réalisées dans les URECs, les termes de « Gene
Ontology » les plus enrichis dans les reins des souris Nphpl”/- aprés traitement concernent
I’organisation du cytosquelette de microtubules, du cytosquelette d’actine et de la MEC. Ces
données sont cohérentes avec le role de la PGE2 dans la régulation de I'actine (Gerarduzzi et

al., 2014; Gong et al., 2014). Concernant la MEC, j'ai pu validé I'effet inhibiteur de la PGE1
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sur la laminine y2 (Figure 15A,B), un constituant des membranes basales exprimé en
condition pathologique (Joly et al., 2006; Vijayakumar et al., 2014). La laminine y1 peut étre
utilisée comme biomarqueur de remodelage de la MEC dans les maladies rénales chroniques
et correle avec un risque élevé d’IRT (Holm Nielsen et al., 2018). Il serait ainsi intéressant
d’étudier I'effet de la PGE1 sur LAMC1, et d’étudier plus en détail LAMC2 dans la NPH pour
déterminer son potentiel de biomarqueur. De maniére intéressante, la PGE1 semble
également agir sur la réponse aux dommages a I’ADN, un mécanisme identifié¢ dans de
nombreux modéles cellulaires et animaux de NPH (Figure 3F, article ; Chaki et al., 2012; Choi

et al,, 2013; Slaats et al., 2015; Airik et al., 2014; Macia et al., 2017).

b) Rétine

Pour le traitement de la rétine, nous avons décidé d’utiliser un agoniste spécifique du
récepteur EP2, le Taprenepag. EP2 est le récepteur le plus exprimé dans la rétine (Biswas et
al., 2004). De plus, les agonistes d’EP2 comme I'Omidenepag sont déja utilisés chez 'Homme
dans le traitement du glaucome, une neuropathie optique chronique (Schachar et al., 2011;
Impagnatiello et al., 2019). lls diminuent la pression intraoculaire, un facteur aggravant du
glaucome, grace a leurs propriétés anti-hypertensives. Le traitement des souris Nphp1”7- au
Taprenepag, a partir du sixiéme jour aprés la naissance, permet le maintien partiel des
photorécepteurs et augmente la perception de la lumiére a quarante-cing jours (Figure 4,
article). Contrairement au glaucome, la dégénérescence rétinienne dans les ciliopathies
n‘est pas associée a augmentation de la pression intraoculaire. Parmi les mécanismes
rapportés, on peut citer un stress du réticulum endoplasmique (Athanasiou et al., 2017), des
défauts de polarité (Buskin et al., 2018), de I'inflammation (Liu et al., 2022) ou des défauts
des jonctions cellulaires (Alves et al., 2013). De maniére contre-intuitive par rapport a
I"activité Gas d’EP2, des études rapportent un effet délétere de ’AMPc sur la survie des
photorécepteurs (Charish, 2019). La PGE2 est cependant essentielle au développement de la
rétine. En effet, elle stimule la ciliogenése et la maturation de I’épithélium de la rétine
pigmentaire dans les cellules dérivées d’IPSCs (May-Simera et al., 2018). De plus,
I'invalidation des synthases de la PGE2 ou du transporteur ABBC4 dans le ZF conduit a une
dégénérescence rapide des photorécepteurs (Li et al., 2019). Au vu des effets pléiotropiques
des PGs, il est possible que le Taprenepag exerce son effet bénéfique via certains des

mécanismes pathophysiologiques de la rétinite pigmentaire précédemment cités.

La dégénérescence rétinienne est précoce et sévere dans les souris Nphpl”", et la

restauration par le Taprenepag, bien que significative, reste partielle. Les modéles Nphp19¢/?°
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et Nphp19t développent une rétinopathie moins sévére (Jiang et al., 2009; Louie et al., 2010).
Il serait donc intéressant de tester le Taprenepag dans ces souris, afin d’évaluer son effet sur
le développement de Iésions plus tardives. Il serait aussi intéressant de tester I'efficacité des
injections intra-vitréennes, ce que nous n’avons pu tester sur des souris dgées de six jours.
Les molécules injectées de maniére systémique peinent en effet a atteindre I'ceil. Les
injections intra-vitréennes sont bien plus efficaces et limitent le risque d’effets secondaires

sur d’autres organes (Tao et al., 2017).

IV. Mécanismes pathophysiologiques de la NPH

Alors que les mécanismes pathophysiologiques associés au développement des kystes
dans I'ADPKD ont été largement étudiés, les études concernant la NPH sont moins
nombreuses. Les modeéles que j'ai utilisés pendant ma thése permettent cependant
d’éclairer plusieurs points, et de proposer des différences majeures entre les deux types de

ciliopathies rénales.

1) Voie AMPc

La quantité d’AMPc est augmentée dans les reins et les urines des modeéles animaux
d’ADPKD (Starremans et al., 2008; Hopp et al., 2012; Verschuren et al., 2018). L’AMPc induit
la kystogenéese via I"'augmentation de la prolifération cellulaire et la sécrétion de fluides dans
les kystes (Sussman et al., 2022). A l'inverse, la quantité d’AMPc est diminuée dans le cadre
de la fibrose rénale (Schinner et al., 2015; Ding et al., 2018). Les niveaux d’AMPc dans la NPH
n‘ont pas été étudiés. La diminution de I’AC3 ciliaire dans les URECs NPHP1 n’est pas
associée a une perturbation de la production d’AMPc ou d’activation de la PKA, aprés
stimulation a la forskoline ou a la PGE1 (Figure S14A-C, article). D’autres adénylate cyclases
sont exprimées dans le cil primaire, comme AC5 et AC6, et peuvent compenser I'absence
d’AC3 (Anvarian et al., 2019). Je n’ai pas pu étudier leur localisation ciliaire dans les URECs
en raison de |'absence d’anticorps efficaces en IF. L'effet bénéfique de la PGE1 ne semble
donc pas étre di a la correction d’un défaut de la voie AMPc/PKA dans les URECs NPHP1,
mais plutot a I'activation d’une signalisation favorisant la ciliogenése. Un dosage de ’AMPc
sur les reins des modeles murins de NPHj et dans les urines de patients NPH permettrait de
conclure quant a I’activation ou a I'inhibition de cette voie dans la NPH. Les souris Nphp1”-
développent peu de lésions rénales et il n’est donc pas certain que nous puissions mettre en

évidence des différences de niveaux d’AMPc dans ce modeéle. De maniéere intéressante, les
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souris KO Prkarla, codant une sous-unité régulatrice de la PKA, développent un phénotype
de NPHj (Ye et al., 2017). La dérégulation de la voie AMPc/PKA pourrait donc bien aboutir a
une NPH.

2) Voie des PGs

Une dérégulation de la voie de la PGE2 dans la NPH est une hypothése probable. En
effet, 'absence de stimulation d’EP2/EP4 ou une trop forte activation d’EP1/EP3 pourrait
participer a la polyurie des patients. De maniere similaire a I’AVP, EP2 et EP4 peuvent
augmenter la présence d’AQP2 a la membrane apicale des cellules tubulaires pour
réabsorber I’eau (Li et al., 2009; Olesen et al., 2011). A I'inverse, EP1 et EP3 peuvent bloquer
I’action de I’AVP (Nasrallah et al., 2018, 2020; Hassouneh et al., 2016). De plus, la voie de la
PGE2 peut aussi influencer I'inflammation et le développement de la fibrose rénale. Les
niveaux de PGE2 sont augmentés dans les maladies rénales chroniques (Blum et al., 1981;
Hommel et al., 1987). En revanche, aucune augmentation ou diminution de la quantité de
PGE2 n’a été rapportée chez les patients NPH jusqu’ici (Stokman et al., 2021). Je n’ai pas
observé de différence d’expression des différents membres de la voie de la PGE2 (synthases,
transporteurs, récepteurs) dans les URECs NPHP1 ou les souris Nphpl7- (données non
montrées). Enfin, la réponse a la PGE1 est similaire entre les URECs contréles et NPHP1
(production d’AMPc et activation de la PKA ; Figure S14A-C, article). La voie de la PGE2 ne

semble donc pas étre impactée dans la NPH.

3) Contractilité du cytosquelette d’actine

Une augmentation de I'activité de RhoA a été observée dans des modeles de ciliopathies
(ADPKD, MKS), et est associée a une diminution de la ciliogenése (Dawe et al., 2009; Valente
et al.,, 2010; Hernandez-Hernandez et al., 2013; Streets et al., 2020). Des données du
laboratoire montrent une sur-activation de RhoA et CDC42, un autre membre de la famille
des RhoGTPases, dans les cellules MDCK invalidées pour Nphpl ou Nphp4 (donnée non
publiées). Le RNA-seq réalisé sur les reins des souris Nphpl”/- montre une augmentation de
plusieurs voies de signalisation en lien avec le cytosquelette d’actine, comme les points
d’adhésion focaux ou la migration cellulaire (Figure S11F, article). De maniére cohérente, le
RNA-seq indique que I'effet bénéfique de la PGE1 sur les phénotypes des reins des souris
Nphpl”/- semble passer par un effet sur le cytosquelette d’actine et une diminution de la

signalisation des RhoGTPases (Figure 3F, article). De plus, nos résultats dans les URECs
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indiquent que la restauration de la ciliogenése est associée a une diminution de I'activité de
RhoA (Figure 5D, article). L'augmentation de la contractilité du cytosquelette d’actine
semble donc faire partie des mécanismes pathophysiologiques de la NPH, et peut étre

restauré par la PGE1.

4) Mitochondries et oxydation des acides gras (FAO)

Des défauts mitochondriaux (diminution de la masse mitochondriale, fragmentation des
mitochondries, augmentation du stress oxydatif) sont classiquement observés dans les
maladies rénales (Duann et Lin, 2017; Ishimoto et al., 2017; Cassina et al., 2020). De plus,
I'absence de XNPEP3, une protéine mitochondriale, résulte en des phénotypes de
ciliopathies chez le ZF et en une maladie rénale ressemblant a la NPH chez ’'Homme (O’Toole
et al., 2010). Je n’ai pas observé de différence de morphologie des mitochondries, de masse
ou d’activité mitochondriale entre les lignées d’URECs controles et NPHP1 (Figure 17). Pour
vérifier ces résultats dans un modeéle cellulaire présentant moins de variabilité que les
URECs, j'ai généré des clones KO Nphpl dans les mIMCD3 par CRISPR-Cas9. Les résultats
préliminaires ne montrent pas de différence entre les clones WT, KO et les clones KO ré-
exprimant NPHP1 (données non montrées). De la méme facon, bien que la FAO soit
diminuée dans un contexte de fibrose rénale et de maladie rénale chronique (Kang et al.,
2015; Menezes et al., 2016; Hajarnis et al., 2017; Zhang et al., 2020; Miguel et al., 2021b), je
n’ai pas observé de différence d’activation de cette voie dans les URECs NPHP1 (Figures 18
et 19). De plus, je n’ai pas détecté de diminution d’expression des principaux membres de la
voie dans les souris iNphp32™" de 5 mois, qui développent pourtant une fibrose rénale
(modele détaillé dans la suite de la discussion ; Annexe 6Q). Ces résultats suggérent donc
gue, contrairement aux maladies rénales chroniques et a I’ADPKD, le développement des
Iésions rénales dans le NPH n’est pas lié a des défauts de la FAO, ni a des défauts

mitochondriaux (morphologie, masse).

V. Utilisation des agonistes des récepteurs EPs dans le traitement de la
NPH et des ciliopathies associées.

1) La PGE1 et les agonistes d’EP2/EP4 dans le traitement des lésions rénales

La PGE1 exerce son effet bénéfique dans les URECs principalement via la stimulation

d’EP2. Nous ne savons cependant pas via quels récepteurs la PGE1 diminue la taille et le
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nombre de dilatations, restaure la longueur des cils dans les dilatations et corrige la
signature pro-fibrotique dans les souris Nphp1”-. L’utilisation d’agonistes spécifiques des EPs
dans les souris Nphp1”/- permettrait de répondre a cette question. Les agonistes spécifiques
pourraient potentiellement améliorer I’effet du traitement en limitant I’activation des voies
de signalisation contradictoires des quatre récepteurs EPs. La littérature s’accorde sur I'effet
bénéfique des agonistes d’EP2 dans le traitement de la fibrose rénale et des maladies
rénales chroniques (Vukicevic et al., 2006; Jensen et al., 2019). Les résultats sont beaucoup
plus divergents pour EP4. A titre d’exemple, un antagoniste d’'EP4 améliore Ila
glomérulonéphrite des souris traitées au sérum néphrotoxique en diminuant I'inflammation
(Aringer et al., 2018). Quelques années plus tard, la méme équipe montre dans le méme
modele murin |'effet bénéfique d’un agoniste d’EP4, qui augmente la régénération tissulaire
(Aringer et al., 2021). D’aprés nos résultats et la littérature, les agonistes d’EP2 semblent les

plus pertinents a tester dans le cadre de la NPH.

Les patients souffrants de NPH sont polyuriques et ont un volume urinaire supérieur a
50mL/kg/24h, soit plus de 3.8L pour un adulte moyen de 75kg (Christ-Crain et Gaisl, 2021).
Bien que jamais testés chez 'Homme, les agonistes d’EP2 et/ou d’EP4 pourraient permettre
de concentrer les urines. En effet, la stimulation des deux récepteurs augmente la
réabsorption de I’eau dans des modeles de souris polyuriques (Li et al., 2009; Olesen et al.,
2011). La modulation de la voie de la PGE2 pourrait donc permettre d’améliorer la qualité de

vie des patients NPH.

Une limite a l'utilisation de la PGE1 est sa courte demi-vie. Ainsi, I'inhibition de la
dégradation de la PGE1/2 par la 15-PGDH donne de meilleurs résultats chez la souris que la
PGE1 et la PGE2 (Kim et al., 2021). De nouvelles technologies permettent d’allonger la demi-
vie de la PGE1/2, comme la liaison a une matrice de collagéne (Chen et al.,, 2021b). Le
récepteur EP4 est rapidement internalisé par les B-arrestines aprés activation (Bastepe et
Ashby, 1999; Desai et al., 2000; Penn et al., 2001). Ce parameétre est a garder a I’esprit lors
de l'utilisation des agonistes d’EP4, qui nécessiteront probablement une prise de traitement
plus fréquente que les agonistes d’EP2. La prise orale de médicaments est plus simple pour
les patients, surtout si la courte demi-vie des molécules ou la réponse bréve des récepteurs
nécessite une dose quotidienne. Il sera donc intéressant de tester I'efficacité d’autres voies

d’administration dans la souris comme le gavage.
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2) Risques d’effets secondaires de la PGE1 et des agonistes des récepteurs EPs

La PGE2 est impliquée dans de nombreux processus physiologiques, dont I'inflammation,
la régulation de la pression sanguine ou I’"homéostasie tissulaire (cerveau, systéme gastro-
intestinal, systeme reproducteur, etc). La modulation pharmacologique de la voie de la PGE2
est donc susceptible de déclencher de nombreux effets indésirables, comme avec
I"utilisation prolongée des AINS (Vonkeman et van de Laar, 2010). La PGE1 est prescrite chez
les nouveaux-nés souffrants de maladies cardiaques congénitales. Des effets secondaires ont
été principalement observés sur la balance hydro-électrolytique et le systéme
cardiovasculaire, avec une prévalence variant selon les études et la durée du traitement
(Lewis et al., 1981; Télosi et al., 2007). La PGE1 est également utilisée en local chez les
adultes souffrant de troubles érectiles, avec peu d’effets indésirables sur le long terme (Linet
et Ogrinc, 1996). Aucun effet indésirable n’a été reporté dans les études utilisant la PGE1
dans le traitement des maladies rénales aigiies ou chronique chez I'adulte (Nakayama et al.,
2005; Wang et al., 2010a; Li et al., 2018; Jia et al., 2021), méme lors d’une utilisation
prolongée sur une période d’1 an et demi (Nakayama et al., 2005). De maniére cohérente,
nous n’avons pas observé d’effets secondaires dans notre étude chez la souris. Comme écrit
précédemment, des agonistes spécifiques des EPs pourraient étre utilisés en alternative a la
PGE1l. L’administration d’un agoniste d’EP4 dans un essai clinique sur la rectocolite
hémorragique ne déclenche pas d’effets secondaires significatifs (Nakase et al., 2010). Des
effets secondaires ont été observés suite a l'utilisation du Taprenepag en local chez
I’'Homme dans le traitement du glaucome, notamment un épaississement de la cornée et
une iritis (inflammation de l'iris; Yanochko et al., 2014). Aucune cytotoxicité n’a été
détectée, et les effets secondaires sont facilement réversibles aprés un arrét bref du
traitement (Yanochko et al., 2014). Aucune étude clinique n’a utilisé un agoniste d’EP2 en
traitement systémique. D’apres I'ensemble de ces études, il ne semble donc pas que la PGE1
ou les agonistes d’EP2/EP4 ne déclenchent d’effets secondaires majeurs chez I’'Homme. Si de
telles conséquences apparaissent, il est toujours possible d’adapter la durée du traitement,
comme cela est fait pour les effets secondaires au niveau de I'ceil, ou de combiner les
molécules pharmacologiques en fonction des risques individuels, comme lors de
I’anticipation des effets secondaires d’'une administration a long-terme des AINS (Vonkeman
et vande Laar, 2010). Cibler spécifiquement les cellules épithéliales rénales pourrait
permettre de diminuer le risque d’effets indésirables dans d’autres organes. Bien qu’elles

n‘aient pas encore fait I'objet d’essais cliniques, de nouvelles stratégies utilisant des
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nanomatériaux améliorent le traitement des maladies rénales dans les modeles animaux

(Huang et al., 2021b).

3) Fenétre thérapeutique

Une limite importante au développement de stratégies thérapeutiques dans le cadre de
la NPH est la courte fenétre thérapeutique. La NPH est majoritairement diagnostiquée au
stade d’IRT, lorsque les reins ne fonctionnent presque plus. Cependant plusieurs études ont
mis en avance la plasticité du rein (Chang-Panesso et Humphreys, 2017). Dans le cadre des
ciliopathies rénales, une étude montre que la réexpression du géne Pkd2 dans les souris
Pkd27- a un stade avancé réverse totalement le phénotype kystique, I'inflammation et la
fibrose rénale (Dong et al., 2021). La réexpression du géne NPHP muté n’est pas encore
envisageable dans le rein chez ’'Homme a cause de la difficulté d’accés aux cellules rénales
pour les vecteurs (Davis et Park, 2019). Mais, I'utilisation d’'une molécule thérapeutique
contrecarrant les voies de signalisation pathologiques de la NPH pourrait avoir un effet
bénéfique, méme si les lésions rénales sont a un stade avancé. La recherche de traitement
doit se faire en paralléle de la recherche de biomarqueurs précoces et spécifiques. Le
laboratoire fait d’ailleurs partie du projet de recherche hospitalo-universitaire (RHU) C’IL-
LICO « Médecine du futur pour les ciliopathies avec atteinte rénale ». L'un des objectifs du
RHU est de permettre le diagnostic précoce des patients souffrant de la NPH, grace a la

recherche de biomarqueurs dans les urines.

4) Extension de l'utilisation des agonistes des récepteurs EPs a d’autres formes
de NPH

Une délétion homozygote du géne NPHP1 est retrouvée dans la grande majorité des
patients NPH (Braun et Hildebrandt, 2017). Notre recherche d’une molécule thérapeutique
efficace s’est donc logiquement déroulée dans des modeles NPHP1. Nous possédons au
laboratoire une large collection d’"URECs avec des mutations dans d’autres genes NPHP. |
serait intéressant de tester l'efficacité de la PGE1 dans d’autres contextes génétiques.
Notamment, les génes NPHP4 et NPHP5 sont aussi responsables d’une NPHj et les protéines
sont localisées a la TZ ou ils interagissent avec NPHP1 (Sang et al., 2011). Les effets
bénéfiques observés dans les ZF MO nphp4 sont encourageants quant a I'utilisation de la
PGE1 pour d’autres formes de NPH (Figure S12, article). Les ZF MO nphp5 développent des

kystes rénaux et pourraient donc étre utilisés pour tester I'efficacité de notre molécule

121



CONCLUSION ET DISCUSSION

(Tobin et Beales, 2008). Les modeéles murins Nphp4 et Nphp5 ne développent en revanche
pas de |ésions rénales (Won et al., 2011; Ronquillo et al., 2016).

L’utilisation de la PGE1 ou des agonistes d’EP2 et/ou d’EP4 ne semble pas applicable aux
maladies rénales kystiques comme la NPHi ou I’ADPKD. L’effet bénéfique du Tolvaptan dans
le traitement de 'ADPKD est médié par l'inhibition de I’AMPc (Torres et al., 2012). La
diminution de I'activité des COXs, réduisant la production de PGE2, restreint la croissance
des kystes dans des modéles rongeurs de NPHi (Sankaran et al., 2004, 2007; Ibrahim et al.,
2015; Yamaguchi et al., 2015). De plus, des agonistes d’EP2/EP4 stimulent la production
d’AMPc et la kystogenése in vitro (Elberg et al., 2007; Lannoy 2020) tandis que des
antagonistes d’EP2/EP4 diminuent la kystogeneése in vivo (Lannoy et al., 2020). La PGE1 et les
agonistes d’EP2 et/ou d’EP4 risquent donc probablement d’exacerber le phénotype kystique

dans ces modeles et chez les patients.

VI. Nouveau modeéle murin de NPHj

Il reste nécessaire de développer de nouveaux modeles murins de NPHj pour améliorer
notre compréhension des mécanismes pathophysiologiques et tester des molécules
thérapeutiques. Afin de répondre a ce besoin, j'ai généré au laboratoire au nouveau modele
de souris Nphp3. NPHP3 est le troisieme géne le plus fréquemment muté chez les patients
NPH, et est a l'origine des formes de NPHi, NPHj et NPHa (Olbrich et al., 2003; Tory et al.,
2009; Cohorte Necker,). Les modeles murins avec une délétion systémique de Nphp3
développent un phénotype rénal kystique, avec une progression lente dans les souris pcy
(mutation faux-sens) ou trés rapide dans les souris Nphp3*/k (mutation tronquante;
Takahashi et al., 1991; Olbrich et al., 2003; Bergmann et al., 2008). J’ai généré un modele de
KO inductible du géne Nphp3 dans les cellules épithéliales rénales, en croisant les souris
Nphp3"f avec une lignée murine Ksp.Cre.ER (Annexe 6A-C). L’induction du KO est réalisée a
un mois. Les souris iNphp32™ présentent des lésions rénales dés I'Age de trois mois. Le
phénotype est plus marqué quatre mois apres I'induction, avec un défaut de concentration
des urines et des lésions rénales comprenant des dilatations tubulaires a la jonction cortico-
médullaire, un épaississement des membranes basales, de I'inflammation et de la fibrose
(Annexe 6D-P). De maniere cohérente, on observe une augmentation de I’expression des
marqueurs de souffrance rénale Kim1 et Lcn2, et des marqueurs de fibrose comme les
collagénes et les cytokines pro-fibrotiques Tgfbl et Pdgfb (Annexe 61,J,M). En accord avec

les infiltrats interstitiels de cellules immunitaires au niveau des lésions, I'expression des onze
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cytokines pro-inflammatoires spécifiques de la NPHj est augmentée (Annexe 6N-P). Ces
résultats préliminaires indiquent que les souris iNphp32™? sont un modéle particuliérement

pertinent pour I'étude de la NPHj. Elles pourront étre utilisées pour tester de nouvelles

stratégies thérapeutiques.
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IFT140 n’est pas présent dans ce tableau. Extrait de Stokman et al., 2021.
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Symptdmes I Syndrome
Maladies oculaires
Rétinite pigmentaire Syndrome de Senior-Lgken
Syndrome de Joubert

Syndrome d'Alstrom
Syndrome de RHYNS

Apraxie oculomotrice Syndrome de Cogan
Nystagmus JBTS
Colobome oculaire JBTS
Maladies neurologiques
Ataxie cérebelleuse JBTS
Encéphalocéle MKS
Hypopituitarisme Syndrome de RHYNS
Maladies hépatiques
Fibrose hépatique MKS

JBTS

Syndrome de Boichis

Maladies squelettiques

Cage thoracique dysplasique Syndrome de Jeune
Epiphyses des phalanges en cones|Syndrome de Mainzer-Saldino
Polydactylie JBTS

BBS

Syndrome d'Ellis Van Creveld
Défauts squelettiques Syndrome de Sensenbrenner

Syndrome d'Ellis Van Creveld

Autres
Situs inversus
Malformations cardiaques

Rectocolite hémorragique
Bronchiectasie

Annexe 2 : Manifestations extra-rénales et formes syndromiques associées a la NPH.
JBTS : Syndrome de Joubert ; MKS : Syndrome de Meckel. Extrait et traduit de Wolf, 2015.
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Effet

Référence

Modéle

Antagonisme (ONO-8711)

Néphropathie diabétique, rats traités a la streptozotocine

Antagonisme (EP1A)

Maladie rénale due a I'hypertension, rats SHRSP

Antagonisme (délétion EP1)

Néphropathie diabétique, souris traitées a la streptozotocine et OVE26

Antagonisme (ONO-8711)

Podocytes, humain et cellules du tube proximal, souris (ROS et expression fibronectine)

Antagonisme (siRNA EP1 et ONO-8711)

Cellules du tube proximal, souris (] pr el

Agonisme (17-pt-PGE2)

Cellules mésengliales glomérulaires, souris i et exp fibrose)

Antagonisme (ONO-AE3-208)

Néphropathie diabétique, souris traitées a la streptozotocine

Antagonisme (ONO-AE3-208)

Diabéte, souris db/db

Antagonisme (ONO-AE3-208)

Maladie rénale chronique, rats avec une néphréctomie 5/6e

Antagonisme (ONO AE3-208)

Glomérunéphrite/néphrite aigiie, souris traitées au sérum néphrotoxique

Agonisme {ONO-AE1-329)

Cellules rénales MDCK et humaines (kystogenése)

Antagonisme (ONO-AE3-208)

Cellules rénales MDCK et humaines (kystogenése)

Antagonisme (ONO-AE3-208)

Polykystose rénale, souris

Antagonisme (Grapiprant)

Lésions rénales aigles, souris traitées au cisplatine

Agonisme {ONO AE1-329)

Glomérulonéphrite/néphrite aigie, souris traitées au sérum néphrotoxigue

Agonisme {ONO-4819)

v
v
v
X
EP1
Antagonisme (délétion £P1) v Cellules mésengliales glomérulaires, souris (proliferation et expression maqueurs fibrose)
Antagonisme (délétion EP1 ) X Nasrallat o Maladie rénale due a I'hypertension, souris TTRhRen
Agonisme (17-pt-PGE2) X o Cellules mésengliales, souris (stress du réticulum endosplasique)
Antagonisme (siRNA EP1 et 5C18220) v Cellules mésengliales, souris (stress du réticulum endosplasique)
Antagonisme (SC19220) v Maladie rénale chronique, souris avec une néphréctomie 5/6e
Agonisme (17 -pt-PGE2) X Maladie rénale chronique, souris avec une néphréctomie 5/6e
Agonisme (Butaprost) v 0. Fibroblastes (differentiation myofibroblastes)
Agonisme (CP-536,745-01) v ik 200 Insuffisance rénale aigle, rats traités au chlorure de mercure
Agonisme (CP-536,745-01) v k 200( Maladie rénale chronique, rats avec une néphréctomie 5/6e
Agonisme (Butaprost) v oma: Fibroblastes stimulés au TGFp (differentiation myofibroblastes)
Agonisme (Butaprost) 4 Liu 2018t Podocytes, souris (prolifération, apoptose, différentiation)
Antagonisme (AH6809) X LI L Podocytes, souris (prolifération, apoptose, différentiation)
Agonisme (Butaprost) v )11 Diabéte insipide, souris traitées avec un antagoniste de V2R
EP2 Agonisme (Butaprost) v 1sen Cellules rénales MDCK pro-fi iques)
Agonisme (Butaprost) v 1561 Fibrose rénale, souris avec une UUO
Agonisme {Butaprost) v 1201 Coupes de rein humain traitées avec du TGFp
Agonisme (Butaprost) v Cellules mésengliales, souris (stress du réticulum endosplasique)
Antagonisme (siRNA EP2 et AH6809 X Cellules mésengliales, souris (stress du réticulum endosplasique)
Agonisme (ONO-AE1-259.-01) X Lannay 2 Cellules rénales MDCK et humaines {kystogenése)
Antagonisme (ONO-AE8-111) v Lanno 24 Cellules rénales MDCK et humaines (kystogenése)
Antagonisme (PF-04418948) X Lannc 2 Polykystose rénale, souris
EP3 Agonisme (PGE2) v Kvir Glomérulonéphrite/néphrite aigle, souris traitées au sérum néphrotoxique
Agonsime (CP-044,519-02) v ikicevic 2006 Insuffisance rénale aigue, rats traités au chlorure de mercure
Agonsime (CP-044,519-02) v ikice 00¢ Maladie rénale chronique, rats avec une néphréctomie 5/6e
Agonisme {ONO AE1-329) v : at Glomérulonéphrite/néphrite aigle, souris traitées au sérum anti-glomérulaire
Agonisme (ONO-AE1-329) v Li 201 Diabéte néphrotigue insipide, souris V2R-/-
Agonisme (sur-expression EP4) X t nagh Maladie rénale chronique, souris avec une néphréctomie 5/6e
Antagonisme (délétion EP4) v it h 20 Maladie rénale chronique, souris avec une néphréctomie 5/6e
Antagonisme (délétion £P4) X N, Fibrose rénale, souris avec une UUO
Agonisme (ONO-4819) 4 N. 2 Fibrose rénale, souris avec une UUO
Agonisme (ONO-AE1-329) X Néphropathie diabétique, souris traitées a la streptozotocine
Antagonisme (délétion EP4+/-) v 2014 Maladie rénale chronique, souris avec une néphréctomie 5/6e
Antagonisme (siRNA EP4) x N 1 Cellules du tube proximal, souris (expression fibronectine)
EP4 Agonsisme (CAY10598) v Luo 2 Cellules rénales mIMCD3 et HK2 (exp pi et
Antagonisme (ASP7657) v Mizuk 1 Maladie rénale chronique, rats avec une néphréctomie 5/6e
v
v
v
4
X
v
X
v
v
v

Lésions rénales aigles, souris avec une UUO ou ischémie-reperfusion

Antagonisme (inhibteur COX-2) v Wan, ) Maladie rénale chronique, rats avec une néphréctomie 5/6e
Antagonisme (inhibteur COX-2) X Kita! 02 Glomérulonéphrite, rats traités a I'anticorps anti Thy 1.1
Antagonisme (diminution acitivité des COXs) v Sar C Néphronophtise infantile, souris pcy/Nphp3
Agonisme (PGE1) + inhibiteurs ACE v ama 200 Maladie rénale chronique, homme
Antagonisme (inhibteur COX-2) v Rao 20¢ Diabéte insipide, souris traitées au lithiumA
Agonisme (PGE2) v ! Fibroblastes stimulés au TGFp (differentiation myofibroblastes)
Agonisme {surexpression Ptgs2) X Jo 2 Lésions glomérulaires, souris traitées a la puromicyne
Agonisme (surexpression Ptgs2 ) X CH 200 Lésions glomérulaires, souris traitées 3 I'adriamycine
Antagonisme (inhibteur COX-2) v ) \ Néphronophtise infantile, rats Anks6/Nphp16
Agonisme (PGE1) v 2010t Néphropathie diabétique, homme
Antagonisme (inhibteur COX-2) v/ noto 201 Lésions rénales aigles, rats traités au cisplatine
Antagonisme (délétion Ptgs2 ) X : 201 Fibrose rénale, souris avec une UUO
Antagonisme (diminution acitivité des COXs) v N 1201 Néphronophtise infantile, souris pcy/Nphp3
Antagonisme (inhibteur COXs) v |brahim 2015 Néphronophtise infantile, rats Anks6/Nphp16
Antagonisme (délétion Ptges ) X Luo 2 Fibrose rénale, souris avec une UUO
Agonisme (PGE1) 4 L 20 Néphropathie diabétique, homme
Agonisme (PGE2) v | 1t Lésions rénales aiglies, souris avec une ischémie-reperfusion
Agonisme (inhibiteur 15-PGDH) v Kirr Lésions rénales aigiies, souris traitées avec de |'iode radioactif
Agonisme (PGE1) v 1 Maladie rénale aigue, homme

Annexe 3: Modulation de la voie de la PGE2
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Annexe 4 : Effet bénéfique de la PGE1 sur la diminution de la localisation ciliaire d’INPP5E.

(A) Images représentatives d’une IF d’INPP5E (vert), du cil primaire (GT335, rouge) et des noyaux (DAPI,
bleu) dans les URECs contrdles (CTL) et NPHP1. Echelle = 10um. (B) Quantification d’INPP5E dans le
compartiment ciliaire dans les URECs CTL (n = 3) et NPHP1 (n = 4) traitées pendant deux jours a
I’Alprostadil (ALP, 2uM) ou au DMSO (0.04%). Chaque point représente une lignée d’URECs. Les barres
indiquent la moyenne. Test de Mann Whitney (NPHP1 vs CTL) et test t de Student pairé (DMSO vs Alpro) :
*P < 0.05. n =3 expériences. AU : unité arbitraire.
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Annexe 5 : Localisation au cil primaire des protéines de fusion EP-GFP.

(A) Images représentatives d’une IF dans les mIMCD3 des protéines EP1, EP2 et EP4 fusionnées a la GFP
(vert), du cil primaire (ARL13B, rouge) et des noyaux (DAPI, bleu). Echelle = 10um. (B) Quantification du
pourcentage de cils contenant la protéine de fusion EP-GFP. Test t de Student non pairé : ***P < 0.001. n
= 3 expériences.
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Annexe 6 : Les souris iNphp32™* développent une NPH;j.
(A) PCR montrant la délétion des exons 3 et 4 dans les reins des souris contrdles et iNphp327“%. (B) Analyse
qRT-PCR de I'expression de Nphp3 dans les reins des souris contrdles et iNphp32™®. (C) Western Blot de
NPHP3 dans les reins des souris contrdles et iNphp32™. PM = poids moléculaire. (D-F) Ratio du poids du
rein (KW) sur le poids du corps (BW ; D), osmolalité urinaire (E) et azote uréique (BUN ; F) des souris
contrdles et iINphp3T¥. (G) Images représentatives d’un marquage PAS des reins des souris contrdles et
iNphp32T“> de 5 mois. Echelle = 100um. (H) Score de Iésions histologiques. Test de Chi2 : *P < 0.05, ***P <
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0,001, ****p < 0,0001, ns : non significatif. (1,J) Analyse gRT-PCR de I'expression de Kim1 (l) et Lcn2 (J)
dans les reins des souris controles et iNphp327%. (K) Images représentatives d’un marquage Rouge Sirius
des reins des souris contréles et iNphp327"* de 5 mois. Echelle = 100um (L) Quantification du marquage
Rouge Sirius. n = 9 souris males et femelles par groupe. (M) Analyse qRT-PCR de I'expression de Collal,
Col3a1, Acta2, Vimentin, Tgfb1 et Pdgfb dans les reins des souris contrdles et iNphp327“t. (N) Heatmap
montrant les Z-scores computés sur I'expression mesurée par qRT-PCR des cytokines indiquées dans les
reins des souris contrdles et iNphp32™. n = 6/7 souris males par groupe pour la représentation
graphique, n = 15 a 17 souris males et femelles par groupe pour les statistiques. (O,P) Images
représentatives des marquages CD3 (lymphocytes T; O) et F4/80 (macrophages; P) dans les reins des
souris contréles et iNphp32™®. Echelle = 100um. (Q) Analyse qRT-PCR de I'expression de Cptla, Pgcla,
Ppara et Pdk4 dans les reins des souris contrdles et iNphp32™®. (B,D-F,H-J,L,M,Q) Chaque point
représente une souris. Les barres indiquent la moyenne. (B,D-F,H-J,L,M,Q) n = 15 a 17 souris males et
femelles par groupe. (B,D-F,H-J,L-N,Q) Mann-Whitney test: *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ****p <
0.0001, ns : non significatif. AU : unité arbitraire.
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