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Résumé

Les anomalies du tube neural (ATN), incluant I'anencéphalie et le spina-bifida,
représentent un groupe de malformations congénitales trés fréquentes chez 1'homme. Ces
anomalies sont causées par un défaut partiel ou complet de la fermeture du tube neurale au
cours de l'embryogenese. Les ATN ont une étiologie complexe et multifactorielle
impliquant des facteurs environnementaux et génétiques. La voie de signalisation non-
canonique du Frizzled (Fz)/Dishevelled (Dvl) contrdle la polarité cellulaire planaire (PCP)
et le processus morphogénétique appelé 1’extension convergente qui est essentiel pour la
gastrulation et la fermeture du tube neural. Trés important, des mutations des génes de cette
voie étaient fortement associées aux ATN chez la souris et I’humain. Scribble est un géne
de la voie PCP qui cause une sévére ATN chez la souris Circletail. Notre étude vise a
analyser le réle de SCRIBBLE] dans les ATN humains par des analyses de séquence de son
cadre de lecture et ses jonctions exon-introns. Notre étude comporte 396 patients recrutés
au Centre Spina Bifida de I’hopital Gaslini en Genes, Italie et 83 patients recrutés au Centre
Spina Bifida de I’hopital Sainte Justine. Les patients sont affectés par plusieurs formes
d’ATN. Nous avons identifi¢ neuf mutations rares et non synonymes chez 10 patients,
p-Asp93Ala (c. 435G>A), p.Glyl45Arg (c. 278A>C), p.Gly263Ser (c. 786C>A),
p.Gly469Ser (c. 1405G>A), p.Pro649His (c. 1946C>A), p.GIn808His (c. 2424G>T),
p.-Vall066Met (c. 3196G>A), p.Argl 150GIn (c. 3480G>A) et p.Thr1422Met (c. 4266C>T).
Cinque mutations, p.Gly263Ser, p.Pro649His, p.GIn808His, p.Argl 150GlIn, p.Thr1422Met,
¢taient absentes dans les controles analysés et prédites d’étre pathogéniques in silico. Cette
étude montre que des mutations rares dans SCRIBI pourraient augmenter le risque des
ATN dans une fraction des patients. L’identification des génes prédisposant aux ATN nous
aidera a mieux comprendre les mécanismes pathogéniques impliqués dans ces maladies.
Mots-clés : SCRIBBLEI, anomalies du tube neural, polarité planaire cellulaire, extension

convergente.



11

Abstract

Neural tube defects (NTDs), including anencephaly and spina bifida, represent a
group of very common birth defects in humans. These anomalies are caused by a partial or
complete failure of neural tube closure during embryogenesis. NTDs have a multifactorial
etiology involving environmental and genetic factors. The non-canonical signaling pathway
Frizzled (Fz) / Dishevelled (Dvl) controls the planar cell polarity (PCP) and the
morphogenetic process called convergent extension (CE) which is essential for gastrulation
and neural tube closure. Importantly, mutations in genes of this pathway were strongly
associated with NTDs in mice and humans. Scribble is a PCP gene that causes a severe
NTD mouse Circletail. Scribble binds to another PCP protein, Stbm / Vang, and they
cooperate together for the stability of the PCP pathway. Our study aims at investigating the
role of SCRIBBLEI1 in human NTDs by sequence analyses of its open reading frame and
exon-intron junctions. The cohort included in this study consisted of 396 patients recruited
at the Spina Bifida Centre of Gaslini Hospital in Genoa, Italy, and 83 patients recruited at
the Spina Bifida Center of the Sainte Justine Hospital, Montreal, Canada. Patients were
affected by several forms of NTDs. We identified nine non-synonymous and rare mutations
in 10 patients: p.Asp93Ala (c. 435G>A), p.Glyl45Arg (c. 278A>C), p.Gly263Ser (c.
786C>A), p.Gly469Ser (c. 1405G>A), p.Pro649His (c. 1946C>A), p.GIn808His (c.
2424G>T), p.Vall066Met (c. 3196G>A), p.Argl150GIn (c. 3480G>A) and p.Thr1422Met
(c. 4266C>T). Five of those mutations, p.Gly263Ser, p.Pro649His, p.GIn808His,
p.Argl150GIn, p.Thr1422Met, were absent in all controls analyzed and were predicted to
be pathogenic using bioinformatics. Our study demonstrates that rare mutations in SCRIB1
could predispose to NTDs in a fraction of patients. The identification of genes that
predispose to ATN will help us better understand the pathogenic mechanisms involved in

these diseases.

Keywords : SCRIBBLEI, neural tube defects, planar cell polarity, convergent extension
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1. INTRODUCTION

1.1. Anatomie de systéme nerveux central

Le systéme nerveux central (SNC) est le systéme responsable de toutes les activités
volontaires. Il intervient dans le réglage de toutes les fonctions en relation entre I’Homme

et son entourage (I’environnement). I1 est composé de 1'encéphale et la moelle épiniére.

L’encéphale est protégé par une barriére osseuse qu’on appelle la boite cranienne.
Cette unité représente 2% du poids corporel total et consomme une grande partie de
I’oxygeéne qui rentre dans 1'organisme (20% de l'oxygene qui rentre dans le corps). Cette
structure est constituée du cerveau qui se compose de deux hémispheres, chacune d’entre
eux se forme de quatre lobes : frontal, pariétal, occipital et temporal. La deuxiéme partie de
I’encéphale est le cervelet qui est situ¢ dans la concavité de 1'os occipital et rattaché a la
moelle épiniere par le tronc cérébral. Ce dernier se situe dans la fosse postérieure du
crane, sous le cerveau et en avant du cervelet, et se compose de deux ¢léments importants.
Le bulbe rachidien qui se divise en deux parties: la premiére se situe a l'intérieur du crane,
et la deuxiéme se localise dans la colonne vertébrale, qui assure sa protection par les
vertebres. Le deuxieéme ¢lément du bulbe rachidien contient les douze paires de nerfs

craniens qui interviennent dans 1’innervation de la téte.

La moelle épiniére est la partie qui se loge dans le canal rachidien ménagé dans les
vertebres. La moelle épiniére est un tube cylindrique qui mesure entre 45 et 50 cm de long,
et de 1 cm a peu pres de diametre. Il s'étend du trou occipital jusqu'a la deuxiéme vertébre
lombaire. A partir de cette derniére partent trente et une paires de nerfs rachidiens qui se
ramifient dans le tronc et dans les membres. Chaque nerf rachidien nait par deux racines au

niveau de la moelle, I'une antérieure centrifuge et 1'autre postérieure centripéte.

1.2. Développement du systéme nerveux central

Les premiers signes de la formation du SNC commencent trés tot au cours du

développement de I’embryon (2 partir de la troisiéme semaine du développement). Ce



développement se devise en deux grandes parties essentielles qui sont la gastrulation et la

neurulation.

1.2.1. Gastrulation

Au début de ces jours, ’embryon humain est constitué de plusieurs couches
cellulaires : I’ectoderme qui se situe a I’extérieure et qui va donner naissance apres au
systeme nerveux de I’embryon ainsi qu’a son épiderme, le mésoderme qui se situe entre
I’ectoderme et I’endoderme et qui va donner naissance aux os du squelette et aux muscles
et ’endoderme qui est la couche la plus interne qui va donner a la fin du développement le

foie, les viscéres ainsi que les poumons.

Au cours de la deuxiéme semaine du développement, on assiste au déclenchement
de la gastrulation, dans laquelle les trois couches commencent a se former. Le premier
événement est I’apparition d’un disque formé de [I’épiblaste et de 1’hypoblast entres
lesquels on va voire I’apparition du mésoderme. L'apparition de la ligne primitive aux
jours 14-15 sur la ligne médiane dorsale de I’embryon va donner une symétrie bilatérale
du disque, ainsi qu’une orientation caudo-craniale de son axe. Cette ligne est formée des
cellules épiblastiques omnipotentes. Ces cellules épiblastiques vont ensuite migrer par le
nceud de Hensen formé a I’extrémité craniale de la ligne primitive et vont permettre la
formation des levres de la ligne primitive, qui a leur tour vont permettre aux cellules
épiblastiques de s'invaginer a travers le sillon primitif. Une fois en profondeur, ces cellules
vont migrer par des mouvements amiboides dans la majorité du disque embryonnaire entre
1'épiblaste et 'hypoblaste d'une part, et dans 1'hypoblaste lui-méme d'autre part. Les cellules
qui s'invaginent a travers la ligne primitive vont rester sur la ligne médiane et vont donner
des structures mésodermiques axiales, le mésoderme préchordal, qui va donner la future
téte de l'embryon et le canal chordal tout le long du reste du corps de l'embryon. Les
cellules mésodermales vont former aussi la notochorde qui aura un réle inducteur

pour I’ectoderme neural, tandis que les cellules épiblastiques qui ingressent vont



remplacer l'hypoblaste pour devenir le future endoderme. Finalement, les cellules qui

restent au niveau de 1’épiblaste formeront I’ectoderme." **

1.2.2. Neurulation

La neurulation méne a la formation de tube neural, qui donnera naissance au
cerveau et a la moelle épiniere. Chez I’humain, la neurulation se déroule en deux
séquences qui auront lieu a des niveaux distinctes au long de 1’axe rostrocaudal de
I’embryon. La neurulation primaire (semaines 3-4) est responsable de la formation du
tube neural primitif, avec une partie craniale qui formera les deux hémispheres cérébraux,
le tronc cérébral ainsi que le cervelet, et une partie caudale qui conserve un aspect primitif
et donne la moelle épiniére. Cette premiére étape (la neurulation primaire) sera suivie par la
neurulation secondaire (semaines 5-6) qui se déroule juste au niveau du bourgeon de la
queue (dans la région caudale de I’embryon) et qui donnera naissance a [’extrémité

caudale de la moelle épiniére, incluant la plupart des régions sacrale et coccygienne.’

1.2.2.1. La neurulation primaire

La neurulation primaire survient en réponse a des facteurs de croissance solubles
sécrétés par la notocorde. Les cellules ectodermiques sont induites pour former le
neuroectoderme par ’intervention de plusieurs signaux. L’ectoderme envoie et recoit des
signaux qui sont des protéines morphogéniques osseuses BMP (bone morphogenetic
proteins) et les cellules cibles de ces BMP se développent en épiderme en inhibant en
méme temps la formation du neuroectoderme. Les cellules qui ne recoivent pas les
signaux des BMP a cause des effets des signaux inhibiteurs comme Chordine, Noggine et
Follistatine émis par l'organisateur de Spemann vont se transformer en d’autre type de
cellules qui vont former le neuroectoderme. En plus de ces facteurs, autres facteurs
s’interviennent comme les facteurs de croissance des fibroblastes FGF (fibroblast growth
factors), la signalisation par la voie canonique des Wnt et des facteurs de croissance

analogues a I'insuline.’



Apres I’apparition de la plaque neurale au 19¢ jour, un allongement de cette derniére
se fera en deux formes : large a l'extrémité céphalique ou elle est a l'origine du futur
cerveau et étroit dans la région spinale, sous forme d'un épaississement médio-sagittal de
l'ectoblaste. Ce phénomene qui permet ces deux derniers changements morphologiques est
connu sous le nom de I’extension convergente (CE). La CE est le processus par lequel les
tissus d'un embryon sont restructurés pour étre capables de converger (forme étroite) le
long d'un axe et de s’étendre (forme allongée) le long de 1’autre axe perpendiculaire de
I’embryon par les mouvements des cellules embryonnaires (Figure 1). Au cours de CE, les
cellules s’allongent sur leur axe medio-latéral et donnent naissance a des allongements (des
protrusions) cellulaires qui leur permettent de migrer et s’intercaler avec les cellules
avoisinantes. Toutes ces différenciations morphologiques et migratoires de ces cellules
vont faire en sorte que le tissu va converger vers la ligne médiane et en méme temps
va s’allonger le long de I’axe antéro-postérieur; ce qui va générer un axe allongé et une

largeur plus étroite de la plaque neurale.

La CE est contrdlée par la voie non-canonique du Wingless/Frizzled (Wnt/Fz), ou
la voie de la polarité planaire cellulaire (PCP, planar cell polarity).* > Les mécanismes de
la CE ne sont pas dépendants des tissus environnants. Selon I’expérience de Keller en
1985, lorsque des nouveaux explants de mésoderme ou de tissu neural de Xénope sont

mis en culture, le tissu est capable de s’affiner et de s’étendre de fagon autonome. °
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Figure 1: Schéma présentatif du phénomene de [’extension convergente. Adaptée de

Kibar et al., 2007. 1%

Extension Antéropostérieure

En méme temps que le phénomene d’extension et de convergence, le pliage de la
plaque neurale est entrainé par un actif changement de forme des cellules ; ces derniers se
transformeront de forme cylindrique en forme de coin ce qui va conduire a une diminution
dans leur diametre. Ce processus, appelé la constriction apicale (Figure 2), est observé dans
le pliage des feuilles des cellules, comme dans la morphogenése de plusieurs especes

animales.*



Figure 2: Schéma présentatif du phénomeéene de la constriction apicale. Adapté de

Wallingford JB, 2005.7

Peu d'études ont été faites sur ce processus chez les vertébrés au cours des dernicres
décennies. Ce changement de forme des cellules a été surtout examiné dans la drosophile
des fruits. Plusieurs théories étaient supposées pour comprendre ce phénomene, mais la
plus connue est que ces cellules cylindriques vont se rétrécir dans leurs superficies apicales,
a cause de I’effet d’un phénomene de contractions sous-membranaires, semblable a ce qui
ce passe dans les myocytes. Cette théorie est supportée par la démonstration que les
régions apicales des cellules de 1’épithélium neuronal sont enrichies en actine.* Plusieurs
expériences €taient faites pour confirmer cette théorie, tel que le traitement des embryons
de souris avec cytochalasine D (un inhibiteur des microfilaments d’actine) qui a conduit a
I’inhibition de la fermeture des plis neuraux craniaux’. Les mémes observations étaient
obtenues suite a la perte de fonction des diverses protéines associées aux filaments

d’actine, comme Shroom, Vinculin, Mena/profilin et pl90RhoGAP.*
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Figure 3: Schéma présentatif du phénomeéne de fermeture de tube neural. Adaptée de

Copp AJ et al., 2003."°

Tube Neural

Tous ces changements morphologiques meénent a la formation des invaginations et
des pliages au niveau de la plaque neurale, ce qui conduit a la formation de la gouttiére
neurale, ou les bords de la plaque neurale vont se lever pour former des bourrelets neuraux
qui délimitent cette gouttiére neurale. Ces bourrelets sont le résultat d’une paire de points
d’articulation dorsolatérales (les charniéres dorsolatérales ou CDL) situés sur les coOtés
latéraux des plis neuraux (Figure 3). Un deuxiéme point d’articulation, la charniére

médiane (CM), existe aussi juste au-dessus de la notochorde et sur la longueur de [’axe



rostrocaudal (Figure 3). Plusieurs expériences ont montré que la suppression de la
notochorde empéche la formation de la CM, ce qui nous permet de conclure que la
formation de ce point nécessite I’intervention de signaux provenant de la notochorde.” Mais
aussi I’intervention d’un autre signale (BMP) est aussi nécessaire pour la formation de la
CM ainsi que pour la polarité des cellules épithéliales pour qu’elles puissent former le futur
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tube neurale.

Un signale de la famille BMP, qui est BMP2, intervient aussi dans la formation des
points d’articulation dorsolatérale ou CDL, par [’équilibre avec un autre signale
morphogene qui est Sonic hedgehog (Shh). Cet équilibre dans la signalisation a été mis en
évidence par des études chez les souris.” L’expression de BMP2 se fait au niveau de
I’ectoderme dorsal. Le signale de BMP2 va stimuler 1’activation de transcription d’un autre
géene NOG, ce qui va produire la protéine Noggin tous les niveaux de 1’axe
antéropostérieure embryonnaire. BMP2 inhibe la formation des points d’articulation
dorsolatérale et Noggin est un inhibiteur de BMP2, ce qui favorise la formation des
articulations dorsolatérales. Un autre signale qui intervient aussi au niveau de ce stade est
Shh. Ce dernier est exprimé par la notochorde et a un role inhibiteur pour Noggin. Au
niveau de la région proche de notochorde, une grande concentration de Shh sera présente,
ce qui conduira a I’inhibition de la formation des articulations dorsolatérales, tandis que
dans la région loin de notochorde, on remarque une diminution ou une absence totale de
Shh, ce qui favorise la formation des articulations dorsolatérales %1 En résumant, toute
augmentation du niveau d’expression de Shh empéche la formation des plis dorsolatérales
résultant dans D’apparition de la spina bifida qui se manifeste par 1’ouverture de tube
neurale dans son extrémité caudale, tandis que la perte de fonction de Shh va entrainer la
formation prématurée des plis dorsolatérales mais avec la fermeture du tube neural sur toute
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sa longueur.

Les plis neuraux aux bords de la gouttiére neurale vont se rapprocher puis s'accoler

des le 28e jour pour délimiter le tube neural sur la ligne médiane dorsale (Figure 3).



Plusieurs mécanismes interviennent pour finir la fusion de ces plis : le fusionnement du
neuroépithélium et la fusion de I’ectoderme de surface, suivi par la distinction des deux
tissus et enfin la séparation de 1’ectoderme fusionné du tube neural et la différenciation
ainsi que la migration des cellules des crétes neurales entre ces structures." Plusieurs
recherches en été faites pour mieux comprendre la nature et le mécanisme par lesquels le
fusionnement des plis neuraux se fait. Depuis I’année 2000, on sait que les contacts
cellulaires au niveau des lieux de fusionnement des deux plis se font sous le contrdle d’un
récepteur tyrosine kinase Eph, ainsi que d’autres récepteurs activés a leurs tours par des
protéases (Protease Activated Receptors - PAR) qui sont Parl et Par2. Des études
d’expression chez la souris ont montré qu’Ephrin-A5 et son récepteur EphA7 sont exprimés
dans les cellules situées sur les bords des plis neuraux craniaux. Des autres études
d’inactivation de géne ont aussi montré que la perte de fonction d’Ephrin-A5 cause
I’exencéphalie qui se manifeste par une absence de fermeture du tube neurale a I’extrémité
antérieure (du cerveau) chez ces souris. On pourrait conclure que la réponse cellulaire a
Ephrin-AS5 est trés importante pour le fusionnement des plis neuraux.'* Le double knock-out
de Parl et Par2 cause I’exencéphalie et la spina bifida et les knock-out des sous unités Gai,
Goo, Goz de la protéine hétérotrimérique G - qui joue un réle intermédiaire pour les
protéines Parl et Par2 — causent la spina bifida. Au moment et a I’endroit de la fusion des
plis neuraux, les protéines Parl et Par2 sont exprimées au niveau des cellules de
I’ectoderme couvrant le neuroépithélium. Malgré toutes ces études, les mécanismes
cellulaires et moléculaires responsables pour cette fusion sont encore peu compris. '
La fermeture du tube neural se fait lorsque les plis neuraux s’adhérent sur la ligne
médio dorsale et a été bien étudiée chez la souris au cours de la neurulation primaire
(Figure 4). Elle commence dans la région cervicale au niveau du rhombencéphale (point de
fermeture 1), et continuera pour atteindre la région du futur cerveau et la région spinale. La
région du futur cerveau se formera au niveau de deux points : la premiére se situe entre le
prosencéphale et le mésencéphale (le point de fermeture 2), tandis que le deuxiéme point
est situé a I’extrémité rostrale du prosencéphale (le point de fermeture 3). La neurulation

primaire se finit par la fermeture du neuropore postérieur. Les points 1 et 3 de fermeture
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¢taient identifiés chez la souris d’une facon bien précise et bien constante. Le point 2 a
une position variable chez la souris, et chez certaines souches les points 2 et 3 sont
tellement proches qu’on ne peut méme pas les distinguer. Ces études étaient faites chez la
souris. Chez I’humain, les points de fermeture 1 et 3 étaient identifiés dans des embryons

humains . D’autres points de fermeture existent aussi (maximum cinq en totale).

A B

(exencephaly) (anencephaly)
Fermeture 2 Hindbran Fermeture 2

\ Fermeture 1 \ A Fermeture 4
A (Cranio- \ Fermeture 1
Neuropore rachachius) Neuropore " ICfm‘}
anléri:ure \- antérieure k rachischisis)
Fermeture 3‘ Fermeture 3 ‘
rleuopore FermetureS A
(spina bifida)
(spina bifida)

Figure 4 : Schéma présentatif des sites d’initiation multiple et séquentielle de la
fermeture du tube neural chez I’humain(B) et chez la souris(A). Adaptée de

Bassuk AG et Kibar, 2009.%

1.2.2.2. La neurulation secondaire

Apres la neurulation primaire, le deuxiéme stade de la neurulation est la neurulation

secondaire. Cette dernicre est une transformation de l'ectoderme de la région sous-chordale
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pour devenir un tube neural primitif, qui touche le développement de la partie terminale de
la moelle épiniére. Une structure mésoblastique appelée 1'éminence caudale sera a 1'origine
de la partie caudale du tube neural et de I'¢longation de la moelle épiniére. Au début de la
neurulation secondaire, une structure sous forme d’un cordon va se former et qui sera plein
au début de ca formation, ensuite une lumiére s'unit au canal neural, finalement un
neuroépithélium revétira cette cavité centrale. Par cette canalisation, le tube neural sacro-
caudale se forme dont la lumiére est en continuité avec celle du tube neural primaire situé

rostral (Figure 5)."

158

Figure 5 : Schéma présentatif de la neurulation secondaire.
la; éminence caudale mésenchymateuse pleine
1b; éminence caudale creuse
1c; le canal neural s'unit a l'éminence caudale

2; tube neural

En résumé, la neurulation est un phénoméne qui est composé de deux phases, la
neurulation primaire et la neurulation secondaire. Le tube neural primaire se forme par le

pliage et la formation des invaginations de la plaque neurale suivi part la fusion des plis. Le
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segment caudal va générer 1’éminence caudale, qui apres sa canalisation, s’unit au canal

neural et conduit a la formation de tube neural secondaire. *°

1.3. Les malformations de tube neural (ATN)

Des défauts au niveau de la neurulation primaire ou secondaire conduisent a des
anomalies de tube neural (ATN). Les ATN sont causées par un défaut partiel ou complet
de la fermeture du tube neural au cours de I'embryogenése. Elles représentent le groupe le
plus commun et le plus séveére des malformations du SNC, touchant 1-2 enfant par 1000

. , . . 145
naissances et présentant la cause majeure de la mortalité périnatale.

1.3.1. Les formes cliniques des ATN

Ces ATN sont classées en deux formes, les ATN ouvertes ou fermées, selon que le

tissu neural soit exposé a I’extérieure ou recouvert par la peau:

1.3.1.1. Les ATN ouvertes :

Dans ce genre de malformations, les tissus nerveux sont expos¢s a I’environnement.
Les ATN ouvertes représentent la forme clinique la plus fréquente des ATN et sont divisées
dans deux formes principales : craniale et spinale.’

Les ATN ouvertes craniales sont des formes des ATN qui affectent la région
craniale et qui incluent I’anencéphalie et la céphalocéle. L’anencéphalie est causée par un
défaut de fermeture au niveau du point de fermeture 3 (Figure 4. Panneau A) entre le 23° et
le 26° jour de la grossesse. Cette malformation implique d’autres types de malformations
du systeme osseux qui fait partie de la boite cranienne et aussi des malformations des
structures nerveuses qui vont se dégénérer vers la fin du premier trimestre de la grossesse a
cause de leur contacte avec le liquide amniotique. Ce qui va générer un tissu conjonctivo-

: . Aoio1 . 21,23
vasculaire qui tapisse la base craniale. “

Les bébés atteints de 1’anencéphalie naissent
\ . 24 , . . .

morts ou meurent peu apres leurs naissances. © La céphalocéle est une malformation qui se

caractérise par une insuffisance de la boite craniale avec protrusion d’une poche méningée

(méningocele), qui peut aussi contenir des tissus cérébraux (1’encéphalocele).
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L’encéphalocele peut se former en plusieurs point au niveau de la boite craniale : frontale,

médiane, dans la base de la boite craniale, latérale et surtout occipitale (75% des cas).*

Les ATN ouvertes spinales ou les myélodysraphies ouvertes affectent surtout la
région spinale de la moelle €piniére et incluent la myéloméningocele et la myélocéle. La
myéloméningocele encore appelée spina bifida est la plus fréquente et la plus sévere forme
des ATN spinales. Cette forme d’ATN est le résultat d’un défaut de fermeture au niveau du
point de fermeture 1 (Figure 4, Panneau A), ou la moelle épiniére quitte sa protection
osseuse en poussant les espaces sous-arachnoidiens, qui vont se développer pour former un
sac clairement visible au niveau du dos; ce qui va produire des dommages pour les nerfs
ainsi que pour la moelle épiniére. ** *° La myélocéle est une forme trés rare des ATN
caractérisée par une absence de fermeture du tube neural au niveau lombosacré, elle se
différe de la myéloméningocele par 1’absence d’expansion des espaces sous-
arachnoidiens.

En plus des ATN ouvertes craniale et spinales, une forme rare d’ATN appelée la
craniorachischisis affecte toute la moelle épiniére (Figure 4, Panneau A). Cette forme
résulte d’un défaut de la fermeture de tube neural au niveau du point 1 et meéne a une
disparition totale du cerveau et une ouverture totale de la moelle épiniére. ** Les bébés qui

sont nés atteints de cette forme d’ATN sont toujours nés morts. =

1.3.1.2. Les ATN fermées

Ce sont des ATN ou les tissus neuraux ne sont pas exposés a I’environnement, mais
couverts par la peau. On compte plusieurs formes des ATN dans cette catégorie incluant le
lipomyeloschisis, La lipomyéloméningocele, la méningocele, la myélocystocele, le sinus

dermique, la diastématomy¢lie et le syndrome de régression caudale

Le lipomyeloschisis est un défaut dans la vertebre dorsale ou un lipome sous-

cutané se forme au niveau lombo-sacré. Dans cette forme d’ATN, la moitié dorsale de la
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moelle épiniere est présente, et au niveau du défaut, on trouve une fissure qui est

toujours en continuité avec la lumiére de la colonne vertébrale. *

La lipomyéloméningocéle est causée par une masse qui colle a la colonne
vertébrale. Cette masse est causée par une expansion de 1’espace subarachnoidien ventral
qui cause la protrusion postérieure de la placode, de la moelle, de ’arachnoide et de la
dure-mére.”®

La méningocéle représente la forme la plus rare des ATN fermées ou la partie
postérieure de certaines vertebres est fondue, ce qui conduit a la formation d’une

protrusion méningée a travers ces parties fondues qui sera couverte par la peau.

La myélocystocele est une Iésion treés rare sous forme d’un kyste formé par

Iétirement du segment terminal du canal central. %

Le sinus dermique est habituellement associé¢ a un kyste dermoide. Cette forme
décrit une communication, bordée par 1’épithélium, entre la peau et le systéme nerveux
central. Ce kyste se forme au cours de la cinquiéme semaine de la vie embryonnaire. On
peut le retrouver sur la ligne médiane, a tous les niveaux de 1’axe neural et résulte

d’une adhésion anormale du tube neural au derme. >°

La diastématomyélie est une malformation qui donne un aspect de dédoublement
médullaire plus ou moins complet. Elle représente 4% de tous les dysraphismes fermés.
C’est la forme dans laquelle la moelle ¢épinicre est doublée suite au maintien d’une
communication anormale entre le sac embryonnaire et ’amnios par une fistule aprés

la fermeture du canal neurentérique primaire. 3

Le syndrome de régression caudale représente un groupe de malformations
séveres du segment terminal spinal incluant 1’agénésie du coccyx et celle des vertebres

sacrales, lombaires et méme thoraciques. Ce sont des malformations congénitales rares
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des segments inférieurs de la colonne vertébrale associées a une aplasie ou hypoplasie des
vertebres sacrées et lombaires. La grande majorité d’entre eux implique le sacre seul et
5 Lo s , . 32
donc le terme d’agénésie sacral et souvent utilisé pour nommer la régression caudale.
Les anomalies rachidiennes dans la régression caudale sont associées avec celles des
autres structures dérivées de la région caudale de 1’embryon : les membres inferieures,
I’intestin postérieur et le systéme urogénitale, avec la symptomatologie consécutive pour

\ e 33
tous ces systémes et organes affectés.

1.3.2 Etiologie des ATN

Les ATN ont une étiologie complexe et multifactorielle impliquant des facteurs

environnementaux et génétiques. °

1.3.2.1. Les facteurs environnementaux

Le facteur le plus important qui est associ¢ avec les ATN et qui joue un rdle
préventif des ATN est 1’acide folique (vitamine B9). L’acide folique est consommé, soit
comme supplément médicamenteux (0,4 mg tous les jours), soit alimentaire (utilisée
principalement en Amérique de Nord par la fortification des produits céréaliers). Des
¢tudes on montré qu’une consommation péri-conceptionnelle de 1’acide folique peut
diminuer [D’incidence des ATN jusqu’a 60 — 70%. *** L’acide folique joue un role
d’accepteur et donneur des radicaux méthyles. Ce role est important pour la synthése des
nucléotides purine (adénine et guanine) par la reméthylation de 1’homocystéine a travers
la vitamine B12. Le phénomeéne de la méthylation existe dans toutes les cellules sauf les
hématies, et il est essentiel pour la méthylation de I’ADN (dans la régulation de
I’expression des génes), des protéines (modifications post traductionnelles) et des lipides®’.
Malgré cette relation étroite entre le cycle de I’acide folique et I’expression des génes, les
mécanismes exacts par lesquels la carence en acide folique prédispose aux ATN restent
inconnues.*

Des études en 2004, ont montré que 70% des meres qui ont des enfants touchés par

les ATN produisent des anticorps contre les récepteurs des folates sur la membrane
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placentaire, ce qui va empécher la liaison et I’absorption de I’acide folique. Le supplément
de 0,4 mg de I’acide folique au cours de la grossesse peut remplacer ce manque par
I’augmentation de I’apport intracellulaire par des voies alternatives et restaurer ainsi
’homéostasie des folates.” Mais en 2009 une étude menée sur des patientes irlandaises
a montré aucune association entre la présence des anticorps contre les récepteurs des
folates et les grossesses affectées par des ATN. Actuellement, plusieurs études étaient
menées pour mieux comprendre les facteurs qui affectent I’absorption de 1’acide folique,

son transport, son métabolisme ainsi que son role dans la pathogenése des ATN.**!

D’autres facteurs environnementaux associés avec les ATN incluent le diabéte, la
carence en inositol, I’administration de ’acide valproique ou acide 2-
propylpentanoique, 1’hyperthermie maternelle et la carence en zinc dont les mécanismes

. . 12, 42
d’action restent encore inconnus.

1.3.2.2. Les facteurs génétiques

Plusieurs preuves suggerent une composante génétique aux ATN. Les ATN sont
associées avec plusieurs malformations chromosomiques incluant les trisomies 13, 18
(environs 6.5%) et I’aneuploidie (5 & 17% des cas).”> Les ATN sont aussi associés avec
plusieurs syndromes génétiques comme le syndrome de Meckel, le syndrome de Currarino
et la sténose anale. ** Des études ont montré que le risque des ATN augmente de 10 a 50

: \ . . - 22,25
fois lorsque le feetus a des freéres ou des sceurs qui sont atteints par ces malformations. “ =

44

L’héritabilité des ATN est estimée a 60% mais elle implique plusieurs génes en
méme temps (un modéle multifactoriel oligogénique et pas un modéle Mendélien). ° Le
nombre et I’identité des génes prédisposant aux ATN restent toujours inconnus. ** Les ATN
ont une étiologie complexe et des grandes familles avec plusieurs membres affectés sont
tres rares, ce qui rend difficile 1’identification des geénes prédisposant aux les ATN chez les
humains par clonage positionnel traditionnel. Une étude d’association du génome entier a

été effectuée chez les ATN et a identifié des régions candidates au niveau des chromosomes
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2,7 et 10. Ces résultats n’étaient pas suivis et pourraient étre compliqués par la pénétrance
variable et I’hétérogénéité génétique. *>*’ La majorité des études génétiques sur les ATN
chez I’humain se sont concentrées sur: (a) les génes de la voie métabolique des folates du a

leur role protecteur dans les ATN et (b) les génes candidats inférés des souris modeles.

Les genes impliqués dans le métabolisme des folates étaient étudiés en détail chez
les patients qui sont atteints par des ATN. Le géne le plus important dans cette voie est le
gene 5,10-méthyléne-tetrahydrofolate réductase (MTHFR). Ce géne code pour une
enzyme qui a un role central dans la régulation des niveaux des folates disponibles
pour la reméthylation de I’homocystéine. Un polymorphisme d’un nucléotide simple
(Single Nucleotide Polymorphism - SNP) commun dans MTHFR, c¢.677C>T a été associé
avec un niveau réduit d’activit¢ de I’enzyme, des niveaux ¢levés de homocystéine
plasmatique et un risque ¢élevé pour les ATN dans certaines populations, tandis que, par
exemple, la population hispanique semble ne pas étre affectée. Une autre mutation dans ce
gene, ¢.1298A>C, a été aussi associée avec une diminution de 1’activité enzymatique de
MTHFR et un risque élevé pour les ATN*® *°° Malgré ces résultats, la souris knockout
pour le gene MTHFR n’a pas réussi a expliquer le mécanisme complet par lequel ces
mutations augmentent le risque des ATN. Cette souris modele ne présentait pas un
phénotype d’ATN, méme en condition de carence en acide folique, quoique les niveaux

d’homocystéine étaient élevés. *°

On a aussi suggéré que des SNP dans deux autres génes de la voie des folates soient,
associés avec une hausse du risque pour les ATN. Il s’agit de ¢.2756A>G dans méthionine
synthétase et c.66A>G dans méthionine synthétase réductase " **>°. Mais aussi le
knockout de ces deux geénes dans des souris modeles n’ont pas montré des phénotypes liés
aux ATN ** . Des autres génes candidats de la voie ont été étudiés incluant le méthyléne-
THF déshydrogénase/formyle-THF synthétase/méthenyl-THF cyclohydrolase, qui est

impliqué dans des réactions de conversion des substrats utilisés pour la synthése des
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purines et des thymidines. Un SNP, c.1958G>A, a été¢ identifie dans ce géne et a été

., . 56, 58
fortement associé avec une hausse du risque maternel pour les ATN.™

Plus que 245 souches de souris mutantes atteintes des ATN existent et servent
comme un outil puissant pour identifier des génes importants pour la neurulation.”® Grace
au grand nombre de ces souches et a la grande similarité au niveau de la neurulation
humaine et celle des souris, les études génétiques moléculaires de ces souris modéles ont
aidé¢ pour mieux comprendre ces anomalies chez les humains. Plusieurs génes impliqués
dans les ATN chez la souris ont ét¢ identifiés et incluent : des genes du cytosquelette
(shroom, vinculin, mena et palladin), des geénes controlant la différenciation neuronale
(Neurofibromine 1 et Paired box 3), des génes du cycle cellulaire (ex. la Phosphatase
et régulateur de [’actine 4 ), des genes liées a ’apoptose (B cell lymphoma/leukemia-
10, les kinases IkB 1 et 2), des geénes de transduction du signal (les kinases JNK et la
kinase C riche en alanine myristilée) et des genes impliqués dans les interactions

) ) ) .12 4
entre la surface cellulaire et la matrice extracellulaire comme Laminin'> %% °

. Les genes
des voies de signalisation, incluant Notch, Shh et les Bmp qui contrélent la fermeture de
tube neural (Chapitre 1.2.2) ont été proposés comme des bons candidats pour les ATN.®>
66

Tres important, plusieurs études génétiques accomplis sur des homologues de ces
genes ont été effectuées chez des patients humains atteints des ATN mais aucun de ces

genes n’a €té identifié comme un geéne majeur impliqué dans leur pathogéneése.

Des études des genes de la voie de la polarité¢ planaire (PCP) qui est associée aux
ATN chez la souris et I’humain (chapitre 1-4) ont montré une contribution importante des

genes VANG-LIKE I (VANGLI), VANGL2, PRICKLEI, FRIZZLEDG6 et CELSRI dans la

pathogenése des ATN. 7
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1.4. La polarité cellulaire planaire (PCP)

1.4.1. Définition

Les cellules de tous les organismes sont organisées par 2 types principaux de
polarité : la polarité apico-basale et la polarité cellulaire planaire (PCP). Au niveau des
cellules épithéliales, la PCP, encore appelée la polarité tissulaire, est perpendiculaire a I’axe
de la polarité apico-basale et intervient dans 1’organisation de plusieurs structures comme
les cils et les poiles. Le terme de la polarité planaire a été utilisé pour la premiere fois par
Wigglesworth chez la punaise Rhodnius en 1940. En 1966, le méme terme a ¢été utilisé
par Lawrence qui a essayé¢ d’expliquer le mécanisme qui contrdle 1’orientation des poiles

des petits insectes milkweed bug.'"

Ensuite, plusieurs autres études étaient faites sur des
autres mod¢les animaux, surtout la Drosophile, pour mieux comprendre le mécanisme ainsi

que les membres de la voie PCP.

1.4.2. La PCP chez la drosophile

DROSOPHILA melanogaster représente un excellent modéle pour étudier les
mécanismes fondamentaux de la PCP. En fait, la PCP a été étudiée en détails pour la
premicre fois dans les poils des ailes, les soies abdominales ainsi que les ommatidies et
dans tous les épithéliums dérivants des différents disques imaginaux de la drosophile. '**
121122, 82 1 o5 études génétiques de la PCP chez la rosophile ont identifié un groupe de
genes centraux de la PCP qui inclut: van gogh/strabismus (vang/stbm), frizzled (fz),
dishevelled (dsh chez la Drosophile, Dvl chez les vertébrés), starry night/flamingo
(stan/fmi), prickle (pk) et diego (dg) ( Figure 6). La voie de signalisation PCP implique
une voie non canonique Wnt / Frizzled (Wnt / Fz) ou Wnt se lie au récepteur Fz menant au
recrutement et a l'activation de Dishevelled. La famille des génes WNT se compose des
genes liés structurellement, qui codent pour des protéines de signalisation. Ces protéines
ont été¢ impliquées dans l'oncogenese et dans plusieurs processus du développement, y
compris I’orientation du destin cellulaire et la structuration lors de 1'embryogenése. Ainsi,

les interactions spécifiques entre ces protéines et la distribution sous-cellulaire des
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différents complexes multi-protéiques sont fondamentales pour I’établissement et la
propagation des signaux polarisants dans les tissus.
Les geénes de la PCP se distribuent en 2 cassettes principales: la cassette

Frizzled/Flamingo et la cassette Fat/Dachsous/Four-jointed.

Y

Dégradation par le protéasome - JNK

Cytosquelette

Figure 6 : Schéma présentatif de la voie PCP avec les différentes interactions entre

les genes ainsi que les effecteurs.
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1.4.2.1. La cassette Frizzled/Flamingo

Cette cassette est composée des genes centraux de la voie PCP qui sont essentiels
pour le maintien de la polarité planaire et se caractérise par plusieurs critéres : a) Les
mutations au niveau de ces geénes causent des problémes de polarité cellulaire, conduisant a
une mauvaise orientation des trichomes, chez la drosophile. Le gain de fonction pour I'un
de ces genes se traduit également par un probléme de polarité cellulaire; (b) les protéines
codées par ces génes se localisent de facon asymétrique au niveau apical des cellules
polarisées; (c) si I'un de ces genes subit une mutation, la localisation et 1’organisation de

A Lo A 122
tous les autres membres de cette cassette vont étre déséquilibrées.

Plusieurs interactions sont effectuées entre les membres de la cassette
Frizzled/Flamingo pour maintenir leur bonne distribution et asymétrie au niveau des
cellules polarisées . Au cours de cette asymétrie, deux groupes des protéines sont localisés
sur deux poles différents : Fmi/ Fz/ Dsh/ Dgo au pdle distal de la cellule en méme temps

qu’un deuxieme groupe, Fmi/ Vang/ Pk, prend une position proximale (Figure 7).

F

L

Vangl

Cytosquelette

[

-

— ——
Proximnl Diatnl

Figure 7 : Schéma présentatif des différentes interactions des protéines de la voie
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PCP.

Au cours de la signalisation par la PCP, Fz (récepteur avec sept domaines
transmembranaires faisant partie de la superfamille des protéines couplées aux protéines G)
se trouve distribuée d’une fagon asymétrique au niveau de la membrane cytoplasmique,
mais beaucoup plus dans le pole apicale des interfaces proximo-distales des cellules
polarisées. L’asymétrie de la protéine Fz est dépendante de I’activité des autres membres de
la voie PCP comme Dsh, Stan/Fmi, Pk et Vang/Stbm.'” La protéine Dsh (une
phosphoprotéine cytoplasmique qui agit directement en aval de récepteurs Fz) est
concentrée sur la membrane distale et interagit avec Fz qui la recrute a la membrane
cellulaire.” " Stbm (une protéine membranaire avec quatre domaines transmembranaires)
se localise dans le pole proximale. Chez la drosophile Stbm se localise dans la région des
jonctions adhérentes des cellules de I’aile nymphale et interagit physiquement avec Pk, Dsh
et Dgo. Pk interagit avec Stbm qui assure sont recrutement a la membrane proximale’, Pk
interagit aussi avec Dsh et Dgo.”® '*” La protéine Dgo est distribuée aux poles distale et
proximale des cellules et Fmi est indispensable pour maintenir cette distribution. ’® Dgo
interagit avec les protéines Pk et Stbm, avec lesquels il partage un rdle essentiel dans la
distribution apicale de Fmi. Fmi (récepteur avec sept domaines transmembranaires faisant
partie de la superfamille des cadhérines) a son tour se concentre dans le pdle proximal et
distal et dépend dans sa distribution des protéines Fz (qui est responsable du
positionnement de Fmi) et Dsh ou des études ont montré que I’absence ou la perte de
fonction de 1’'un de ces deux protéines conduit a la perte de la distribution de la protéine

71, 74, 80, 81

Fmi dans la cellule. Fmi maintient le complexe initial des protéines de la PCP au

niveau membranaire pour faciliter leurs interactions ultérieures dans la signalisation.”’

Chez la drosophile, des études ont montré 1’existence d’une communication entre
les deux complexes des deux cellules voisines a travers 1’interaction entre Fz situ¢ dans le
pole distal d’une cellule avec la protéine Vang qui se présente dans le pole proximale d’une
autre cellule voisine.** Une autre étude a montré que cette communication se fait par

I’intermédiaire de Fmi, qui se positionne dans les deux complexes et contréle I’asymétrie
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de ces deux complexes a travers ses liaisons homophiliques *'. Toutes ces communications
intercellulaires a travers ces protéines de la voie PCP, vont établir une polarité tissulaire, ce

. . N . . . . . . 2 .
qui va conduire a une organisation parfaite au niveau tissulaire * (Figure 6,7).

1.4.2. 2. La cassette Fat/Dachsous/Four-jointed

Au moment de la découverte de cette cassette, Axelrod a supposé que ses genes
agissent en amont de la cassette Frizzled/Flamingo.'” La théorie actuelle est que les génes
des deux cassettes agissent en méme temps et en parallele. Il a été démontré que les genes

1,123,124 :
1231247 0 omme ils

de cette cassette sont impliqués dans la régulation de la polarité planaire
sont impliqués dans 1’établissement d’un signal dépolarisant global faisant la liaison avec
les axes des tissus. Cette cassette est composée de deux cadhérines atypiques Fat (Ft),
Dachsous (Ds) et le géne Four-jointed (Fj) codant une protéine transmembranaire de

type 1I 125

et qui est située dans D’appareil de Golgi. Des cellules mutantes pour ces
genes chez la drosophile se polarisent normalement, mais n’arrivent jamais a s’aligner avec

les axes des tissus, ce qui rend leur morphologie globale affectée. *

Les protéines Ft, Ds et Fj ne sont pas localisées d’une fagon asymétrique chez la
drosophile. L’expression de ces génes est différente de celle des geénes centraux de PCP.
Les geénes ds et fj sont exprimés selon un gradient, ou ds est exprimé d’une fagon tres forte
du coté proximale puis sa concentration diminue dans le coté distale et fj est exprimé avec
un gradient inverse. Fat est exprimé d’une fagon uniforme au niveau du tissu de la
drosophile.* La perte de fonction ou I’expression ectopique du géne fj au niveau de
1’eeil de la drosophile conduit 4 une anomalie au niveau de 1’orientation des ommatidies.'**
La combinaison entre les deux cassettes de la voie PCP est nécessaire pour I’organisation

de ces structures.

1.4.2.3. Les effecteurs et les effets de la voie PCP

En plus des genes centraux de la voie PCP, la polarisation des cellules implique

d’autres geénes qu’on appelle les effecteurs, qui incluent Racl, Rhol, Cdc42, Inturned et
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Fuzzy. Les protéines Rac et Rho interviennent dans I’organisation du cytosquelette d’actine
qui est une protéine bi-globulaire de 5,46 nm de diameétre importante pour les mouvements
et ’architecture des cellules. Rho contrdle la formation de fibres de stress ancrées au
niveau de la plaque d’adhésion. Rac et Cdc42 contrdlent les mouvements de la membrane
cellulaire. Les protéines Rhol et Racl Jouent un role intermédiaire dans la régulation des
jonctions d’adhérence par Vangl2.126 Ainsi, Une protéine RhoA et son effecteur Rho-
associated kinase chez la drosophile (leurs activations résultent dans 1’activation
consécutive de C-Jun kinase) sont deux protéines qui sont requises en aval de Frizzled et
Dishevelled pour arréter la formation du poil a un seul site apical. Cette kinase a comme
cible la chaine régulatrice 1égére de la myosine (MRLC) lors de la polarisation planaire de
Paile, +108.109
Les génes [Inturned (Int) et Fuzzy (Fy) sont impliqués dans la polarisation des
cellules des poils chez la Drosophile. Ces geénes interviennent d’une fagon directe ou
indirecte dans le controle de la polymérisation et 1’assemblage de [D’actine. Des
mutations au niveau de ces genes dans ’aile de la Drosophile donnent naissance a des
poils avec une polarit¢ modifiée et des cellules avec plus qu’un seul poil. Ces deux
protéines sont nécessaires pour la transmission de signal polarisant entre les différentes
cellules (ce qui peut aider dans la détermination de la polarité des poils) et se positionnent
en aval de Dsh.** ™ Le géne Fy joue un autre role dans la stabilisation de ’assemblage des
microtubules qui intervient dans la formation et le développement du poil épidermique. **
Ainsi une étude d’une perte de fonction avec des morpolino oligonucleotides qui ciblent
Int ou Fy chez le xenopus montre une anomalie de fermeture de tube neural, ce qui preuve
I’implication de ces deux geénes dans le processus de la fermeture de tube neural et

spécialement dans la CE. '

Les effets des genes de la voie PCP se différent d’un géne a I’autre. Selon I’analyse
des mutants mosaiques des drosophile de la drosophile, les génes PCP sont classés en deux

familles selon leurs effets :(a) les génes agissant de maniére autonome qui lorsque
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mutés ou surexprimés n’affectent que la PCP des cellules ou ces geénes sont mutés, tandis
que les cellules avoisinantes ou les génes ne sont pas mutés ne seront pas affectées. Les
génes agissant de maniére autonome incluent dishevelled, prickle, flamingo et diego."" (b)
les génes agissant de maniére autonome et non-autonome qui lorsque mutés ou
surexprimés affectent a la fois la PCP des cellules mutées et celle des cellules
avoisinantes non mutées. Les génes agissant de cette maniere incluent frizzled et

. 130
strabismus/vang.

1.4.3. La PCP chez les vertébrés

Chez les vertébrés, ’identification des homologues des génes de la voie PCP de la
drosophile a permis d’identifier les mécanismes et le fonctionnement de plusieurs
phénomeénes. Au cours de I’évolution, les geénes de la voie PCP ont devenu des familles
multigéniques, mais malgré cette évolution ces génes restent toujours fideles a leurs roles
dans le remodelage de la polarisation de cytosquelette comme chez la drosophile. Plusieurs
autres génes sont impliqués dans la voie PCP chez les vertébrés mais n’ont pas leurs
homologues chez la drosophile ou ces homologues ne sont pas encore identifiés.”

Chez les vertébrés, la signalisation par la voie PCP contrdle plusieurs phénomenes
dont la complexité est plus évoluée que ceux chez la drosophile, et qui incluent I’extension
convergente pendant la gastrulation et la neurulation (Sections 1.2.1. et 1.2.2.), la fermeture
des paupiceres, I’orientation des touffes de cils des cellules ciliées dans I’oreille interne et
I’orientation des follicules pileux. Des récentes études ont montré une liaison étroite entre

la PCP et la ciliogénése.'>*

1.4.3.1. La voie PCP et la neurulation

La neurulation représente un des phénoménes développementaux le plus importants
qui est régulé par la voie PCP. La preuve que la voie de signalisation PCP intervient dans le
phénomene de CE au cours de la neurulation chez les vertébré, a été met en évidence a

partir de I’études d’une large gamme de mutants et des morpholino-oligonucleotide knock-
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downs des orthologues des génes PCP de la drosophile dans les modeles de poisson-zebre

(Danio rerio), de grenouilles (Xenopus) et de la souris (Mus Musculus). '*°

Les études sur les génes Wnt dans le poisson zébre, le xenopus et la souris ont
démontré que Wnt5, Wnt7 et Wntll sont impliqués dans la signalisation par la PCP.
Wntl1 (silberblick, slb) participe dans la régulation de 1’extension convergente dans le
mésoderme non-axial pendant la gastrulation du poisson zébre'™ et, chez le Xenopus, Fz7 a
6té identifié d’étre le partenaire d’interaction de Wntl11.'” L’inactivation de chacun de
Vangll, Pkl, Diversin (orthologue de diego) et de Ptk7 (un gene PCP identifié chez les
vertébrés, Section 1.7.) par injection des morpholinos chez le Xenopus et/ou le poisson
zébre bloque la fermeture du tube neural et méne a un tronc raccourci'™. Par ailleurs,
d’autres études chez le Xenopus, ont montré que la perte de fonction d’Int et Fy par
injection de morpholino méne a un tube neural qui reste ouvert démontrant une implication

des deux génes dans la CE. '

Les souris mod¢les ont fourni un outil important pour comprendre le réle de la PCP
dans la neurulation.'” La souris looptail (Lp) représente le premier modéle qui a impliqué
la voie PCP dans la neurulation chez les mammiféres. Lp est causé par une mutation dans le
gene Vangl? qui est un geéne principal de la voie PCP (Section 1.3.2.2.). Les souris
homozygotes Lp/Lp souffrent de la craniorachischisis ou le tube neural reste ouvert tout au
long de la moelle épiniere. Cette ATN est diie a un défaut de ’extension convergente des
cellules neuro-epitheliales au niveau de la plaque neurale et une extension diminuée des
cellules mésodermales de la ligne médiane. Ce qui méne a un développement normal des
plis neuraux, mais aussi a trés grande distance entre eux empéchant leurs rapprochements.
%2 Plusieurs études des autres souris mutantes pour des autres génes de la voie PCP ont
confirmé un réle important de cette voie dans les ATN. En fait, le méme phénotype du
craniorachischisis a été identifié¢ chez les souris mutantes pour les geénes Celsri, Ptk7 et
Scribblel (Section 1.7.1) et pour les doubles knockouts de Dv/i/ Dvi2, Dvi2/ Dvi3 et
Fz3/Fz6 aussi que les doubles hétérozygotes Vangl2:Scrib et Vangl2:Dvi3.* %%
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Toutes ces études prouvent I’implication des différents génes de la voie PCP dans le

4 . 95,96
processus développementale de la neurulation. ™

Plusieurs études ont montré une association forte entre les geénes PCP et le

développement des ATN chez I’humain. %

Dans une cohorte de 137 patients atteints des
ATN, trois nouvelles et rares mutations, p.Val239lle, p.Arg274GIn et la p.Met328Thr,
¢taient identifiées, incluant une mutation de novo (p.Val239lle). Cette mutation affecte
I’interaction de VANGLI avec ses partenaires Dishevelled (Dvl) 1, 2 et 3. Des validations
fonctionnelles de ces 3 mutations étaient effectuées dans le modele du poisson-zebre.
Ablation de I'expression de #ri, 'orthologue de Vangl2, en utilisant un morpholino antisense
(MO), ou surexpression du VANGLI, conduit a un défaut de la CE qui se manifeste par un
raccourcissement de 1’axe du corps et un ¢largissement des somites. La co-injection du
VANGLI humain avec le #i-MO a pu sauver le phénotype du défaut de 1’extension
convergente induit chez le poisson zebre; alors que la co-injection de deux variantes,
p.Val2391le et p.Met328Thr, n’a pas pu sauver ce phénotype. La surexpression du VANGLI
a entrainé¢ une CE défectueuse sévére, alors que la surexpression de ces deux variantes n’a
pas affecté ce processus. Ces résultats suggerent que la ces deux variantes plus
probablement représentent' « une perte de fonction » qui affectent la fonction de la protéine
au cours du développement embryonnaire. D’autres mutations spécifiques aux patients au
niveau du géne VANGLI avaient été ensuite identifiées dans une cohorte plus grande, ayant

des diverses origines ethniques. *

Trois autres geénes de la voie PCP, VANGL2, PKI et CELSRI, ont été analysés par
séquencage de leurs régions codantes dans la méme cohorte des patients que les deux
¢tudes précédentes. Des mutations rares, nouvelles et faux - senses ont été identifiées dans
chacun de ces génes dans presque 2.5% des ATN.® La validation fonctionnelle de 5
variantes de PK/ chez les poissons-zeébres a montré qu'une variante, p.Arg682Cys,

contrarie le phénotype de la CE induit par la surexpression du type sauvage de pricklel
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chez des poissons zébres.'*® Ces études montrent une forte implication de la voie PCP

dans la pathogenése des ATN humaines.

1.4.3.2. La voie PCP et I’orientation des cils dans ’oreille interne

Chez les vertébrés, ’oreille est un organe d’audition et d’équilibre composé de trois
parties, I’oreille externe, moyenne et interne. Au niveau de cette derniere (1’oreille interne)
se trouve 1’organe de Corti qui est composé de trois couches de cellules ciliées externes
(CCE) situées dans la face externe et une couche des cellules ciliées internes (CCI) située
dans la partie interne de cet organe. Les CCEs et les CCls sont rangées par des cellules non
sensorielles et de soutien. Chaque cellule ciliée envoie des stéréocils dérivés de
microvillosités qui sont arrangés en ordre croissant vers le bord du cortex apical pour
former une structure en forme de "V" avec un cil primaire unique, connue sous le nom
kinocil, placé pres de la plus haute stéréocil au sommet de la structure en "V". Tous les
sommets des structures ciliaires pointent vers la périphérie de la cochlée, manifestant ainsi
la polarité planaire. Ce qui les rend un modele trés important pour I’étude de la voie PCP.
97,98

Chez les mammiféres et contrairement a la Drosophile, Vangl2, Fz3 et Fz6 sont
localisés dans une seule c6té au niveau des cellules ciliées de 1’organe de Corti. Cette

1 101 . ’
00. 101 pysieurs études ont

asymétrie joue un rdle important dans 1’orientation de ces cils.
montré des cils désorientés dans des souris looptail et dans des souris mutantes pour Scribl,
Ptk7, Celsrl, Dvi1/Dvi2, Fz3/Fz6 et Wnt7a. 97.99 Ces études confirment que les genes de la

voie PCP jouent un role important dans la polarité planaire de I’organe de Corti.

1.4.3.3. La voie PCP et la ciliogénese

Le syndrome de Bardet-Biedl (SBB) est une ciliopathie génétiquement hétérogéne,
autosomique récessive, au moins 15 locus sont responsables de ce syndrome qui se
manifeste par une obésité, une rétinite pigmentaire, une hexadactylie post- axiale, un
hypogénitalisme, une atteinte rénale et un retard mental."” Les génes mutés dans le SBB

sont impliquées dans 1’assemblage des cils ainsi que I’assemblage de leurs corps basaux.
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Des souris mutantes au niveau des genes BBS ont les mémes phénotypes que les souris
mutantes PCP. '%!*° Les mutantes BBS4 -/- et BBSI +/- montrent une désorganisation dans
’orientation des cils dans I’oreille interne et les souris mutantes BBS4 -/- présentent aussi
une exencéphalie et un défaut de fermeture des paupieres. Ces phénotypes, ainsi qu’une
interaction génétique entre les génes BBSS et Vangl2 chez le poisson zébre, suggerent une

association entre les génes BBS et la voie PCP. ''* '3

Des génes effecteurs chez les
vertébrés de la voie PCP, Int et Fy (sectionl.4.2.3.) sont aussi impliqués dans la
ciliogénese, par leurs interventions dans 1’organisation des microtubules pendant la
signalisation PCP. Chez le Xénopus, des études ont montré qu’/nt agit en amont de Dv/ au

rooa :1., 153
cours de la morphogénese des cils.

Une étude récente chez les poissons zébres a montré
que Vangl2 n'est pas nécessaire pour la ciliogenése mais pour la localisation asymétrique de
cils a la membrane apicale des cellules postérieure neuroépithéliales. Ces résultats
indiquent un rdle plus large et essentiel pour la PCP dans la localisation asymétrique et

l'orientation des cils primaires mobiles dans le développement embryonnaire.'>’

1.5. La voie canonique Wnt/Fz

Wnt intervient dans la signalisation de trois voies : la voie non-canonique de la
polarité¢ planaire cellulaire, la voie canonique Wnt/Fz et la voie Wnt/Calcium. (Figure
8). Dans I’absence du ligand Wnt, la B-caténine est recrutée dans un complexe inhibiteur
formé par plusieurs protéines cytoplasmiques qui sont, Axine, APC (Adenomatous
Polyposis Coli), et GSK3p. La voie canonique est initiée par la liaison du facteur
soluble Wnt/Wng au récepteur membranaire Frizzled. Cette premicre interaction
membranaire conduit au recrutement de la protéine Dishevelled a la membrane par
Frizzled et par la suite a I’inhibition de la sérine /thréonine kinase GSK3p qui ne peut
plus phosphoryler la B-caténine. Cette derniere dans sont état non phosphorylé est ainsi
transloquée dans le noyau ou elle se lie aux facteurs de transcription LEF/ TCF et active des
geénes ciblés tel que : c-myc, un facteur de transcription oncogénique, la cycline D1, un
régulateur important du cycle cellulaire, la matrilysine, qui est impliquée dans l'invasion et

la formation de métastases ou encore la gastrine qui stimule la prolifération des cellules
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tumorales coliques'”. La voie canonique Wnt/Fz intervient dans plusieurs processus
comme la prolifération et la différenciation cellulaire, ainsi dans le développement des

P . . 14
différentes pathologies humaines, notamment les cancers.'*

1.6. La voie Wnt/Calcium

La voie Wnt/Calcium est considérée comme une voie alternative de signalisation
de Wnt/Fz. Il a ét¢ montré que les genes WntSa et Wntll stimulent [Dactivité¢ des
CamKII (la kinase calcium/calmoduline dépendante II) par la stimulation de la libération
de Calcium intracellulaire. Cette libération de calcium intracellulaire est induite par Wnt5
accompagnée par Fz2 a travers la voie du phosphatidylinositol. L’interaction entre Wnt5 et
Fz2 agisse sur les protéines G au niveau des sous unités a et Py, qui, par la suite,
hydrolysent 1’inositol membranaire avec la libération de diacylglycérol (stimulateur de la
protéine kinase C) et de 1, 4, S-triphosphate (qui mene a la libération de Ca2+
intracellulaire). Wnt5 et Fz2 semblent agir indépendamment de B-caténine et de la voie
canonique. L’expression maternelle de ces deux geénes et leur signalisation a travers
CamKII sont responsables de destins des cellules ventrales chez 1’embryon de Xenopus,
et ainsi du maintien d’un gradient de ’activit¢ de CamKII (réduit au niveau dorsal et

’ ’ . 119
¢levé au niveau ventral).
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Figure 8: Schéma présentatif de (a) La voie de la polarité planaire cellulaire, (b) La voie

B-cat

canonique et (c) La voie Wnt/Calcium.

1.7. Des nouveaux génes de la voie PCP chez les vertébrés

La caractérisation des souris modeles générées par I’agent mutagénique ENU et des
souris Knockout a permis d’identifier, en plus des genes centraux de la voie PCP qui
existent chez la drosophile, des nouveaux geénes chez les vertébrés. Ces genes incluent
Scribblel, protéine tyrosine kinase 7 (PTK7) et Sec24b."' Scribblel est décrit en détails
dans la section 1.7.1. Ptk7, I’horthologue d’Otk chez la drosophile, code pour une tyrosine
kinase inactive impliquée dans la voie de signalisation Wnt. PTK7 est un activateur de la

voie non-canonique et en méme temps un inhibiteur de la voie de signalisation canonique.
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Elle joue un role important dans l'adhésion cellulaire, la migration cellulaire, la polarité
cellulaire, la prolifération, la réorganisation du cytosquelette d'actine et dans I'apoptose.
Elle est aussi impliquée dans 1’organisation du tissu épithélial pendant 1'embryogenése et
l'angiogenése. > La perte de fonction du géne Ptk7 conduit a une disposition désordonnée
des kinocils et un défaut de la fermeture de tube neural au niveau du point 1 causant le
phénotype sévere de la craniorachischisis (Section 1.3.1.1.). Ptk7 interagit génétiquement
avec Lp (Loop-tail), ou les doubles hétérozygotes montrent une spina bifida.'” Sec24b
code pour une protéine composante de « coat protein II » (COPII), présent dans les
vésicules couvertes. Généralement cette protéine intervient dans le transport des protéines
du réticulum endoplasmique vers la membrane. Des études ont montré des interactions

génétiques entre Sec24b et les génes de la voie PCP. '**

1.7.1. Le géne SCRIBBLE1 (SCRIBI1)

SCRIBBLE] fait partie d’une famille connue sous le nom des protéines LAP (LRR
AND PDZ), contenant des domaines LRR et PDZ (PSD-95/Disc-large/Z0-1). Les
membres de cette famille partagent des caractéristiques communes ou ils sont constitués
d’un domaine LRR (Leucine Rich Repeats) du coté N-terminale, suivi par des motifs
LAPSD (LAP specific domain) et des domaines PDZ. "' Scribl présente 44% d’identité
avec la protéine scribble de la Drosophile, et est codée par un geéne de 4968 nucléotides
répartis sur 37 exons chez I’humain. La protéine SCRIBI est composée de 1655 acides
aminés et est composée de 4 parties : LRR, LAPSD, PDZ et une partie C-terminale (Figure
9). ' Le domaine LRR, situé dans la partie N-terminale, est constitué de 402 acides aminés
qui sont répartis sur 16 LRR, chacun d’entre eux est constitué¢ de 20 a 30 acides aminés
avec une forme de fer a chevale. Le domaine des LRR intervient essentiellement dans
I’interaction de la protéine avec plusieurs protéines impliquées dans la polarité apico-
basale. Le domaine LAPSD est formé de deux domaines a et b, qui sont trés importants

pour I'import /export de Scribl vers le noyau. Une délétion du domaine LAPSDb
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empéche Scribl d'aller vers le noyau. Le domaine PDZ est généralement connu par son
role dans les interactions protéine-protéine dans la transduction de signale ainsi que dans
les jonctions cellulaires. Les domaines PDZ ont une structure globulaire compacte dont le
repliement est un baril de six brins B (BA-BF) encadré par deux hélices a (A et aB). Au
niveau de SCRIBI1, 4 domaines PDZ existent avec une longueur de 466 acides aminés, et
ot chaque PDZ est constitué de 85 a 95 acides aminés'''. Ces domaines PDZ interviennent
dans D’interaction de scribl avec plusieurs protéines incluant la protéine Vangl2 de la
PCP"'. La derniére partie de SCRIBI est la partie C terminale qui est constituée de 436
acides aminés. Cette partie est la moins conservée a travers 1’évolution et son rdle reste

. . 112
toujours mconnu.
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Figure 9 : Schéma présentatif de la structure générale de Scribl.

1.7. 2. L’expression de Scribblel

Chez la Drosophile, Scrib existe sous deux isoformes : Scribl composé de 1756
acides aminés et Scrib2 composé de 1247 acides aminés et qui perd les deux domaines PDZ
3 et 4 ainsi que la partie C-terminale. Scrib/ montre une expression « omniprésente » chez
la drosophile dés le début de la formation du blastoderme jusqu'a 1’élongation de la bande
de germe. Cette expression devient préférentielle et se localise au niveau des neuroblastes
et plus spécifiquement dans le développement du systeme nerveux central (SNC). Apres

I’embryogenese, I’expression de Scribl est limitée a un nombre limité de cellules, surtout
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dans la corde nerveuse ventrale et d’une fagon plus faible au niveau des cellules épithéliales
et des fibres musculaires.' "

Chez la souris, 4 isoformes (1637 acides aminés, 1665 acides aminés, 1619 acides
aminés et 1612 acides aminés) de Scribl existent. Scribl  (Scrib-001
ENSMUSTO00000002603) est exprimé tres tot a 7.5 jours de I’embryogenese au moment de
l'initiation de la fermeture du tube neural, ou I'expression la plus intense est détectée dans le
neuroépithélium. A ce stade, une expression moins intense est également détectée dans le
mésenchyme des arcs branchiaux craniens et dans le mésoderme somatique ainsi que, plus
caudalement, dans le mésoderme latéral. Au cours du développement, Scribl est exprimé
au niveau du cceur, dans le primordium hépatique et au niveau du mésoderme latéral au
niveau de la paroi de futur corps. Lors des étapes avancées du développement, Scribl est
exprimée dans I'épithélium des paupicres, en particulier a la région de la fusion de la
paupicre, et dans la rétine. Il est également exprimé dans les glandes sous-maxillaires, les
moustaches et les follicules pileux, les ganglions sympathiques dans l'oreille de
développement interne et aussi dans certain nombre d'autres tissus incluant le thymus, les
testicules, les reins, le revétement épithélial de I'cesophage et l'estomac, le ganglion
trigéminal et les ganglions rachidiens, et 1'épithélium pulmonaire. L expression de Scribl
est détectée dans tous les tissus dans lesquels un phénotype morphologique a été détecté
dans la souris mutante Circletail (Crc) (Sectionl.7.4), mais pas tous les sites d'expression
de Scribl présentent un phénotype mutant, ce qui suggere une redondance avec d'autres

homologues co-exprimés.'**

1.7.3. Role de Scribblel dans la gastrulation et migration des neurones

Des alleles zygotiques modifiés de scribl sont viables chez les poissons-zébres
permettant les études fonctionnelles du Scribl. Scribl intervient dans [’extension
convergente par un mécanisme qui exige la présence du domaine PDZ1 chez ces poissons.
Des études ont montré que c’est la forme maternelle de Scribl et non pas la forme

zygotique qui intervient dans la régulation de ce phénoméene. Des mutations et des délétions
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au niveau de ce géne ont conduit & des perturbations dans le processus de I’extension
convergente ainsi que dans le phénomene de la migration neuronale. Des études sur les
genes Vangl2 et Scribl ont montré que I’interaction entre ces deux geénes intervient dans la
régulation de la gastrulation chez les poissons-zebres. Ces deux genes, en plus de leurs
roles dans la gastrulation, interviennent dans la migration des neurones au niveau du

moteur neurone nVII, 4% 11

1.7.4. Scribblel et la voie PCP

Scribl a été identifié la premicre fois comme un membre de la voie PCP chez la
souris mutante circletail (Crc). Cette mutante contient une insertion de base unique de
Cytosine - C - entre les positions 3182-3183 dans le geéne Scribl, ce qui a causé un décalage
du cadre de lecture du géne et conduit a un arrét prématuré de la protéine Scribl juste apres
PDZ 2. La mutation de Scribl cause un défaut de fermeture de tube neural au niveau du
point 1, ce qui résulte en un craniorachischisis chez les souris Crc homozygotes'> ', Les
mutantes homozygotes présentent aussi un défaut de la fermeture abdominale, un échec
dans la formation des paupicres fermées ainsi que des défauts observés dans la rétine, Les
souris doubles hétérozygotes Lp/+ ; Crc/+ présentent des défauts d’orientation des cellules
ciliées CClIs et CCEs de I’organe de Corti. Scribl interagit physiquement avec Vangl2 par
les domaines PDZ 3 et 4 chez les vertébrés, tandis que chez les mammiféres 1’interaction
est assuré par les domaines PDZ 2 et 3. Ces observations ainsi que la co-localisation de
Scribl avec Vangl2 dans les poissons zebres, prouvent que les deux protéines interagissent

101, 131
ensemble

. Des études conduites chez la drosophile ont montré des interactions
génétiques entre ces deux genes et physiques entre les 2 protéines, en se basant sur la
mauvaise orientation, 1’asymétrie et aussi la chiralitt des ommatidies de Dceil. %’
Chez la drosophile, Scribl est impliqué seulement dans la polarité apico-bale et non dans la

PCP 102



36

1.7.5. Scribblel et 1a polarité apico basale

Chez la souris, Scribblel joue un rdle crucial dans la régulation de la polarité apico-
basale et un role d’intermédiaire entre ce type de polarité et la PCP. Scrib! fait partie d’un
groupe de geénes qui controlent la polarité apico-basale, Ces geénes s’organisent en trois
complexes essentiels :(1) Crumbs, constitué des protéines Crumbs (Crb), PALS1 (Stardust
(Sdt)) et PATIJ; (2) Par3 (Bazooka), constitué¢ des protéines Par3, Par6 et de la protéine
kinase C atypique (aPKC) et (3) Scribblel, constitué de Scribblel, Lethal Giant Larvae
(LGL), et de Discs large (Dlg).

La majorité des protéines, incluant Par3, Scribble, Dlg, PALSI et PATJ, constituant
ces complexes sont des protéines incluant des domaines PDZ et appartenant a la classe des
protéines appelée MAGUKSs (member of the membrane-associated guanylate kinase). Ces
complexes se localisent dans les pdles apicaux des cellules, plus précisément dans les
jonctions septés chez la drosophile et les jonctions serrées chez les mammiféres. Les
complexes Crumbs et Par3 se situent au niveau apical des cellules dans les jonctions
serrées, tandis que le complexe Scribblel est localisé en position latérale dans les jonctions
adhérentes qui se situent au dessous des jonctions serrées. Dans le complexe du Scribble,
la liaison entre LGL et DLg et Scribble n’est pas directe, ou Scribble se lie avec Dlg par
I’intermédiaire d’une autre protéine Gukh, ou I’intéraction entre Scribl et Gukh se fait par
la PDZ2. Plusieurs autres interactions sont faites entre Scribble et d’autres protéines
intermédiaires par une liaison par le domaine LRR chez la drosophile.''” Le réle de ce
complexe n’est pas encore certain chez les mammiféres.'*' Grace a une interaction avec
les protéines claudines et les Zonula Occludens de type 3 (ZO-3) qui composent les
jonctions serrées, le complexe Crumbs se positionne dans les jonctions serrées au niveau
apical et va recruter au poOle apical le complexe Par3 grice a une interaction
PALS1/Par6/Crumbs. Le complexe Par6 va ensuite s’associer avec les protéines aPKC et
LGL. 112117

Une liaison existe entre les génes constituants les trois complexes apico-basale et les

génes de la voie PCP.""® " % Serib1 interagissent génétiquement et physiquement avec
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Vangl2 (Sectionl.7.4). La protéine DIg interagit avec la protéine Strabismus/Vang, et une
surexpression de Dlg avec une surexpression de Vangl2 conduit a une formation abusive de
la membrane.''® D’autres études ont montré que la phosphorylation d’aPKC régle 1activité

ainsi que la stabilit¢ de Frizzled, ce dernier est inhibé par d’autres protéines des complexes

142

apico-basales qui sont Par3/Bazooka Dishevelled a son tour peut intervenir dans la

régulation de la polarité apico-basale par la régulation de la protéine LGL."**!'#3
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Figure 10 : Schéma présentatif montrant le role du Scribblelau sein de la polarité

. 165
apico-basale.



2. PROJET DE RECHERCHE

2. 1. Problématique

Les anomalies du tube neural (ATN) touchent 1-2/1000 naissance et représentent
une cause majeure de mortalité périnatale. Ces anomalies sont causées par un défaut partiel
ou complet de la fermeture du tube neural au cours de I'embryogenése. Dans leur premiére
année de vie, les enfants atteints de ces maladies ont un risque de mortalité plus élevé,
comparé aux enfants normaux. **

Les ATN ont une étiologie complexe et multifactorielle impliquant des facteurs
environnementaux et génétiques. Malgré un nombre des études génétiques des ATN, Le

nombre et I’identité des génes impliqués dans le développement des ATN restent jusqu’a

présent largement inconnus'®’.

2. 2. Hypotheses et objectives

La voie de signalisation non canonique du Frizzled (Fz)/Dishevelled (Dvl) est
fortement impliquée dans le contrdle de la polarité cellulaire plantaire (PCP) et du
processus morphogénétique appelé [’extension convergente, qui est essentiel pour la
gastrulation et la fermeture du tube neural. Plusieurs mutations dans les geénes de la voie
non canonique Fz/Dvl qui causent une perte de fonction conduisent a des ATN chez la
souris. Chez 1I’humain, des mutations des membres de la voie PCP, VANGLI,
VANGLZ2, PRICKLEI et CELSRI, ont été associées aux ATN. 147,148, 149,156, 161 og &tudes
impliquent fortement la contribution des principaux genes de la voie PCP dans le
développement des ATN chez I’humain.

Notre hypothese est que le membre de la voie de signalisation non canonique
du Fz/Dvl SCRIBBLE1 est impliqué dans le développement des ATN chez I’humain.

Notre projet implique 1’étude génétique du SCRIBBLEI chez une cohorte bien

définie des patients atteints des ATN en ayant 2 objectifs principaux :
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Objective 1. L’identification et la caractérisation des variantes rares (<5%)
spécifiques aux ATN dans le géne SCRIBBLEI par des analyses de séquengage de son
cadre de lecture et ses jonctions exons-introns.

Objective 2. L’identification des variantes communes (>5%) qui augmentent la

risque pour les ATN par des études d’association.

2. 3. Pertinences et Retombés

Notre étude aidera a mieux comprendre le role de la voie PCP, et plus
spécifiquement de SCRIBI, dans [I’étiologie complexe des ATN chez I’humain.
L’identification de genes prédisposant aux ATN aidera a mieux comprendre les
mécanismes pathogéniques impliqués dans ces maladies. Ces études sont essentielles
pour caractériser les interactions entre les genes et I’environnement dans les ATN, ce
qui permettra de développer des nouvelles stratégies de prévention et de faciliter le

conseil génétique pour les couples a risque.

2. 4. Matériels et Méthodes

2. 4. 1. Patients et controles

Notre ¢étude comporte 391 patients recrutés au Centre Spina Bifida de I’hopital
Gaslini en Genes, Italie en collaboration avec Dr. Valeria Capra et 82 patients recrutés au
Centre Spina Bifida de 1’hopital Sainte Justine. Les 473 patients ¢tudies dans cette étude
sont affectés par plusieurs formes d’ATN et ont été diagnostiqués selon le classement de
Tortori-Donati (Tortori-Donati et al., 2000; Rossi et al., 2004; 2006). Les détails de cette
cohorte sont décrits dans le tableau 1. En résumé, La répartition des principales formes
d’ATN dans cette cohorte était comme suit: 2% craniennes, 46% ouvertes spinales et 52%
fermées spinales. Myéloméningocele était ’ATN majeure dans cette cohorte a une
fréquence de 45%. La majorité des patients inclus dans cette cohorte (97%) étaient
caucasiens, 19% des patients ont un positif historique familial, documenté par les dossiers

cliniques (IRM et des images avec des rayons X). Le statut de la consommation de I’acide
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folique est connu seulement pour les meres des patients Italiens. Ces méres ont manqué

I’acide folique avant et pendant leurs grossesses.

De plus, cette étude comporte 344 contrdles Italiens ethniquement appariés, recrutés
a travers I’hopital Gaslini et sélectionnés au hasard. Ce groupe contrdle constituait des
enfants choisis au hasard et qui étaient admis a I’Hopital Gaslini pour des maladies des
enfants autres que les ATN, et des jeunes adultes en bonne santé qui ont contribué a la
banque de sang de 1'Institut Gaslini. Notre étude comporte aussi 123 contrdles caucasiens

obtenus du Centre d’Etude du polymorphisme humain (http://www.cephb.fr/), et composé

de plusieurs générations des familles de caucasiens comme des contrdles pour les patients
atteints par des ATN d'origine caucasienne.

Tous les échantillons provenant des patients et des contrdles ont été recueillis avec
l'approbation du comité local d'éthique ainsi qu’un consentement écrit éclairé a été obtenu a

partir de tous les patients, les parents et les contrdles.
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Tableau 1 : Caractéristiques des 473 patients atteints par les ATN inclus dans notre étude.

Origine éthnique 459 (97,04%) Caucasiens Blancs, 5 (1,05%)
Espagnoles, 3 (0,63%) Haitiens, 4 (0,84%) de
I’Afrique du nord, 2 (0,42%) Moyen-Orient

Asiatiques

Sexe Masculin (%) 44

Age moyenne (ans) 2.6
Dysraphie Craniale 11
Anencéphalie 1
Céphalocéle 10

ATN ouvertes 215

Myéloméningocele 214
Myélocele 1

ATN fermées 186
Lipomyéloméningocele 37
Lipomyeloschisis 34
My¢élocystocele Terminal 1
Méningocele 12
Lipome 48

Tight filum terminale 17
Sinus dermique 3
Diastématomyélie 17
Type inconnu 17

Agénésie caudale 61
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2. 4. 2. Séquengage et Génotypage

L’isolation et I’extraction de I’ADN génomique ont ét¢ réalisées avec le kit
QIAamp (KIT de I’ADN sanguin) de Qiagen, selon le protocole du fabricant. La structure
génomique du géne humain SCRIBBLEI a été déterminée en utilisant les banques de
donnés génomiques NCBI (GenBank Accession No. NM 015356) et Ensembl
(http://useast.ensembl.org) Genome Browser (SCRIBI  Transcript ID:
ENST00000356994). Le cadre de lecture du SCRIB1 est de 4968 bp et comprend 37 exons.
Les exons des cadres de lecture du SCRIBI ainsi que les jonctions intron-exon ont été
amplifiés par réaction de polymérase en chaine (PCR), pour les 473 patients ainsi que pour
les 467 controles. L’amplification est réaliser a 1’aide de 1I’AmpliTaqGold (Applied
Biosystems) utilis¢é dans la PCR par essais (Touchdown PCR) pour amplifier de 'ADN
faiblement représenté et/ou subissant une compétition sur leurs amorces par des produits de
pseudo-géne. Il consiste a avoir une température d’hybridation trés haute lors des premiers
cycles afin d’assurer une forte stringence et donc une amplification spécifique. Une fois que
la séquence d'intérét devient majoritaire vis-a-vis de ses compétiteurs, la température
d’hybridation est progressivement abaissée afin d’assurer une meilleure efficacit¢ de PCR.
Toutes les amorces étaient préparées d’une fagon manuelle (Tableau 2) pour tous les 23
amplicons (chacun peut contenir jusqu'a trois exons). « Direct Dye Terminator »
séquencage des produits de PCR a été réalisée en utilisant les ABI Prism Big Dye Systems.
Les échantillons ont été analysés sur séquenceur ABI 3700 automatisée au Centre

d'innovation Génome Québec et Université McGill.

Le génotypage des variantes rares de SCRIBI dans les contrdles (Section 2.4.1) et
des SNP (single nucleotide polymorphisms) dans les patients et les contrdles (Section
2.4.5) a été fait en utilisant la technologie Sequenom iPlex Gold. Ce dernier est une
technique qui a comme but 1’analyse de 5 - 400 loci (SNP et indel) en parall¢le. La
réaction de génotypage est basée sur une PCR en multiplexe suivie d'une extension en

simple base dirigée par une sonde (template-directed single base extension - SBE). Les
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produits d'extension sont ensuite séparés et détectés par spectrométrie de masse (MALDI-

TOF MS).' Les tag SNPs étaient identifiés en utilisant le programme Tagger

(www.broadinstitute.org/mpg/tagger/). Tagger est un outil pour la sélection et I'évaluation

de marqueurs SNP a partir des données génotypiques tels que celui du Projet international

HapMap (www.hapmap.org).

164

Tableau 2 : Amorces pour amplifier les différents Fragments de SCRIBI.

Exon Primer Exon | Primer
F;GGCGGCCGGGTGGGTGTCG 19 F;CCACACCGGGTTTCAGAGGA

1 R;TCTGCCGCCGGAGGAATCA R; CGGCAATGCGGGAGACGA
F;TGCAAATGGGGTGTCGTGGTTAGA | 20-21 F;GCGAGAGGGGGCTGGGCTTCA

2-4 R; AGGCGCTGGGGCAAGAGGA R; CCTGGGTGGGGGCTTGTGTCTCA
F;CTCAGGTGGAACTAGGGTGG 22 F;CCTTGCGGCCCACTCCA

5-7 R; CTGCAGGTGGGCAGAGAG R; CGTCTTGCCCGTTCACTGC
F;GTGAGTCAGGGTGGGGC 23 F;ATCCAGGCGGTTCTGTGAG

8 R; TCCACACCACACACAGCC R; TGTGGGGAGACGTGGTATG
F;TTCTGGCCAGGTGGGTAAG 24 F;GCATCTTCATCTCCAAGGTG

9 R; AGACACAGGCTGATGCCC R; GAGAGGTGTCAGCGGCTC
F;GGGTGTCTGTGCCCTCC 25-27 F;CCGTTGCTGACTATTCTGGG

10-11 R; AGGACCCAGGCTAGTCCC R; CGTTTGTCCTGGGGTGG
F;AGCCTCGGTAGGTTGTTGG 28 F;CCAGTCCCTCCTGGTCG

12-13 R; ACTCCCAGGATGGACCG R; CATCCCTGGAGGAGGGG
F;CGTTAACGGTGCCTGGTC 29-30 F;ACAGCCGGTGGTGAGTTG

14 R; CTGCACCAAAACCGATCC R; TGCTGTAGTTTTCTGGCTGC
F;GAGTCTTTGTGTGGCGGG 31-32 F;GAGGAGGAAGGTGAGGGG

15 R; AGGGGCCAGTGGGTCAG R; CTGCAGAGAACAGCGGG
F;TCTGTCCTTTCTGCTTGTGG 33-35 F;TGTCCCTGCTCCTGCCCCAAGTCA

16 R; AGAGGGATCTGCGCTCAAG R; TGCCAGCCCTGCCCCAAACCAC
F;CAGAAATGGCATCTGCGTG 36-37 F;TTCAGCCGGGCTCTGTG

17

R; CTGTGTGCCATCAGTGTGAAC

R; TAAAAGACTTGGGGCAAGGG

18

F;GTCTTCCCCTCCTGGGTC
R; GCAGCCAAGCACCCTAATAC
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2. 4. 3. Outils Bioinformatiques

Les séquences étaient analysées en utilisant le logiciel PhredPhrap. Phred est un
programme de base-vocation des traces de séquences d'ADN; phrap est un programme pour
l'assemblage de séquences d'ADN. Les variantes identifiées par PhredPhrap étaient
verifiées par le logiciel SeqMan de DNASTAR qui représente un outil de montage de
séquence permettant d'assembler deux séquences a des dizaines de milliers de séquences
en contigs.

Dans notre étude, la stratégie d’analyse se concentrait sur les régions codantes ou la
majorité des mutations pathogéniques chez 1’humain sont trouvés'*®. Tous les variations de
séquence identifiées dans SCRIBI ont ¢été interrogées contre trois bases de données

publiques: la dbSNP (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp), le projet sur le génome 1000

(http://www.1000genomes.org) et le NHLBI GO exome projet de séquengage (ESP)

(http://snp.gs.washington.edu/EVS/). Les nouvelles mutations rares (<5%) ont é&té
confirmées dans un second tour de séquengage de I'échantillon d'ADN d'origine.

Le niveau de la conservation des acides amines affectés par les variantes identifiées
dans SCRIBI a été évalu¢ aprés l'alignement multiple de 7 protéines orthologues de
SCRIB1 (Humain, Souris, Drosophile, Xenopus, Poissons ze¢bre, Gallus, Caenorhabditis

elegans) en utilisant le programme CLUSTALW (http://npsa-pbil.ibep.fr/cgi-

bin/npsa_automat.pl?page=npsa_clustalw.html). La localisation des variantes dans les

domaines de la  protéine  Scribl a ét¢  évaluée par  Uniprot
(http://www.uniprot.org/uniprot/Q14160).

L'impact pathogénique potentiel des nouvelles mutations rares identifiées dans
SCRIBI a d'abord été validé génétiquement par des études d’association allélique (absence
de la variante chez les controles). Pour les nouvelles mutations faux-sens absentes des
contrdles et des bases de données publiques, leurs effets sur la protéine a été prédit in silico
en utilisant le PolyPhen (Polymorphism phenotyping)
(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph/) et SIFT (http://sift.jcvi.org/). Ces deux programmes

prédisent l'impact possible d’une substitution d'un acide aminé sur la structure et la fonction
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de la protéine humaine (Polyphen), ainsi en utilisant 1'homologie de séquence et les
propriétés physiques des acides aminés (SIFT). Les deux programmes ont été utilisés avec

leurs conditions initiales (par défaut).

2. 4. 4. Analyses statistiques

Un test du Chi Carré a été utilisé pour comparer la fréquence des mutations chez les

patients par rapport aux controles.

2. 5. Résultats

2.5.1. Mutations rares < 1% dans SCRIBI dans les ATN

Dans cette étude, nous rapportons une étude génétique moléculaire de Scribl par
I’analyse et le ré-séquencage de son cadre de lecture et jonctions exon-intron dans une
grande et multi-ethnique cohorte de patients. Nous avons détecté un total de 9 mutations
faux sens et rares (fréquence allylique mineure ou MAF <1%) dans SCRIBI dans 9
patients atteints des ATN (Tableau 3). Les mutations sont: p.Asp93Ala (c. 278A>C),
p-Glyl45Arg (c. 435G>A), p.Gly263Ser (c. 786C>A), p.Gly469Ser (c. 1405G>A),
p.Pro649His (c. 1946C>A), p.GIn808His (c. 2424G>T), p.Vall066Met (c. 3196G>A),
p-Argl150GIn (c. 3480G>A) et p.Thr1422Met (c. 4266C>T). Sur ces 9 mutations, deux
variantes rares, p.Asp93Ala (rs142052465) ct p.Gly145Arg (rs148571165) identifiées dans
2 patients (IT218 et IT33 successivement) étaient présentes chacune dans un contrdle et
aussi déja répertoriées dans dbSNP avec une fréquence de 0.01 pour chacune des deux
mutations.

Un total de 7 mutations, p.Gly263Ser, p.Pro649His, p.GIn808His, p.Argl150GIn,
p.-Thr1422Met, p.Gly469Ser et p.Vall066Met représentaient des nouvelles mutations qui
n’étaient pas répertoriées dans les banques de données publiques. Parmi ces 7 mutations, 2
mutations, p.Gly469Ser et p.Vall066Met, étaient présentes chacune dans deux controles de
notre cohorte. Le reste des mutations (5 mutations) étaient absentes dans tous les 467

contrdles. La premiere mutation, p.Gly263Ser, était détectée dans le patient IT75, qui était
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affecte par une lipomyéloméningocele (LMMC) (Tableau 3) avec un bas coOne
médullaire, hydromyélie accompagnée d’un anus microscopique et disloqué. Cette
mutation affecte un acide aminé situé¢ dans le domaine LRR et conservé dans les 8 especes
(mentionnée dans la section 2.4.3) sauf les poisons zebres et C. elegans (Caenorhabditis
elegans). La deuxiéme mutation, p.Pro649His, était détectée chez le patient IT383 atteint
de ’agénésie caudale de type Il accompagnée d’un sinus dermique, une moelle attachée, un
reflux vésicale urétéral, une agénésie costale, un ptosis (chute de la paupiére supérieure) et
un déficit de croissance remarqué surtout dans une hypoplasie au niveau du bras droit.
Cette mutation affecte un acide aminé situé dans le domaine qui lie les LRR et le domaine
PDZ et qui est conservé seulement chez les mammiféres. La troisiéme mutation,
p-GIn808His, a été détectée chez le patient IT165 atteint d’une myéloméningocele (MMC)
accompagnée d’une hydrocéphalie, malformation de Chiari II, un syndrome de moelle
attachée, des pieds équins, et une puberté précoce. Cette mutation touche un acide aminé
localis¢ au niveau du domaine PDZI et conservé seulement chez les mammiféres. La
quatriéme mutation, p.Argl150GIn, a été détectée chez le patient 1T37 atteint d’une
myéloméningocele accompagnée d’une hydrocéphalie et d’une malformation de Chiari II.
Cette mutation affecte un acide aminé qui est conservé chez tous les especes utilisées dans
notre alignement sauf les Xenopus Tropicalis et C. elegans. La mutation est localisée au
niveau du domaine PDZ4 (qui est un domaine trés important pour l’interaction avec
Vangl2). La cinquiéme mutation, p.Thr1422Met, a été détectée chez le patient 1T239
atteint d’une myéloméningocele, hydrocéphalie et d’'une malformation de Chiari II. Cette
mutation est située au niveau de C-terminale (on ne connu pas le role encore) et affecte un

un acide aminé qui n’est pas conservé chez les autres especes.
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Tableau 3 : Mutations rares (<1%) identifiées dans SCRIB1 chez les patients atteints des
ATN

CD, dysraphisme craniale ; CRS, caudal régression syndrome; MMC, myéloméningocele;
LMMC, lipomyéloméningocéle

D: Endommagé B: Bénin

N/T: Non Toléré T: Toléré

Acide aminé DI93A G145R  G263S G469S P649H Q808H V1066M  R1150Q T1422M
Mutation A278C G435A  G787A G1407A  Cl1945A G2426T G3198A  G3449A C4267T
Polyphen D B D D D D D B B
Sift N/T N/T T T N/T N/T N/T N/T N/T
Patients IT218 1T33 IT75 IT18, 1T383 IT165 34398 1T37 1T239
IT165
Diagnostique clinique =~ MMC MMC LMMC MMC CRS MMC MMC MMC MMC
Exon 3 4 8 13 15 19 23 24 31
Présence chez 1 1 0 2 0 0 2 0 0

Les contrdles

G145R Q808H R1150

Do3A | @263s P649H V1066M T1422M
i G469S
L

£ b * 2 3 4
(000000 me . mm
« » — € > € >
LRR LAPsd PDZ C-Terminale

Figure 11 : Schéma présentatif de la protéine Scribl montrant la localisation des

mutations. Les mutations absentes chez les controles sont notées en gras et souligner.
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Figure 12 : Alignement partiel des 5 mutations identifiées chez les différents patients

(absents chez les controles) avec 7 autres séquences de SCRIBBLEI. Numéros
d'accession : humain NP_874365.2, musculus NP_598850.1 Rattus XP _343267.2 Gallus
XP 427026.2 Danio rerio NP_001007176.1; Xénopus XP_002943523; Drosophila
NP_001163747.1 Cenorhabditis NP_001023851.1



2.5.2. Etudes d’association

Tableau 4. Les fréquences allyliques et génotypiques chez les patients ATN et les

controles
Caucasiens
Controles  Patients
(N=184) (N=170)

rs4875054 : C>T Allele C 0.61 0.58
T 0.39 0.42

Génotype CC 0.37 0.37

CT 0.49 0.42

TT 0.14 0.20

rs4875059 : G>T Allele G 0.90 0.92
T 0.10 0.08

Génotype GG 0.82 0.86

GT 0.17 0.13

TT 0.01 0.01

rs118022661 : G>A Allele G 0.92 0.91
A 0.08 0.09

Génotype GG 0.85 0.83

GA 0.15 0.16

AA 0 0.01

rs117338714: G>A  All¢le G 0.93 0.95
A 0.07 0.05

Génotype GG 0.88 0.92

GA 0.11 0.07

AA 0.01 0.01

p- His1217Pro Allele A 0.97 0.96
c. 3651 : A>C C 0.03 0.04
Génotype AA 0.94 0.93

CA 0.06 0.06

CcC 0 0.01

p.Pro1609Leu Allele G 0.98 0.98
c. 4827 : G>A A 0.20 0.20
Génotype GG 0.96 0.96

AG 0.04 0.04
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Deux nouvelles mutations p. His1217Pro (c. 3651A>C), p.Prol609Leu (c. 4827G>A)
¢taient identifiées dans SCRIBI chez les patients ATN avec des fréquences de 6.54% et
3.57% respectivement. Les analyses avec les programmes Polyphen et SIFT ont montré
que la mutation p.Prol609Leu est tolérée et non dommageable pour la structure et la
fonction de la protéine de SCRIB1. Tandis que, pour la mutation p. His1217Pro, Polyphen
a prévu un dommage dans la structure et la fonction de la protéine. Nous avons effectué une
¢tude d’association entre 9 SNPs de SCRIBI et les patients atteints des ATN. Les SNPs
testés étaient : les deux nouvelles mutations détectées dans le géne SCRIBI, p. His1217Pro,
et p.Prol609Leu, deux SNP qui ¢étaient prédits d’étre  pathogéniques
rs118022661(chr8:144,891,518-144,892,018)' > (p. Alal217Thr (c. 1653G>A)) et
rs117338714 (chr8:144,873,828-144,874,328)'* (p. Gly1555Ser (c. 4665G>A)) et quatre
autres «tag» SNP 154875054  (chr8:144,875,338-144,875,838).'  rs4875059
(chr8:144,893,765-144,894,265), 172 151 18022661, rs117338714 sélectionnés a partir de la
population HapMap CEU. La cohorte utilisée dans cette étude d’association constituait de
164 patients italiens atteints de la myéloméningocele (le principal sous-type des ATN et le
principal groupe ethnique dans notre cohorte) et de 184 controles italiens. Aucune
association significative n’a été¢ détectée entre ces différents SNP et la myéloméningocele
dans ce groupe (Tableau 4).

Des ¢tudes d’association des variantes communes de SCR/BI dans une cohorte plus
large sont essentielles nous permettra a tirer des conclusions plus claires et définitives sur

I’association de ce géne avec les ATN.



3. DISCUSSION

Ce travail de Maitrise s’inscrit dans le programme de recherche du laboratoire qui
consiste a étudier la génétique moléculaire des anomalies congénitales de systéme nerveux
central et squelettique. Mon projet impliquait essentiellement le role du géne SCRIBBLE1

dans le développement des ATN chez I’humain.

Nous avons identifié¢ 5 nouvelles mutations faux sens et rares (<5%) dans SCRIB1
dans 5 sur 473 patients. Ces mutations étaient spécifiques aux patients atteints par les ATN
et absentes dans les données publiques et dans 467 contrdles ethniquement apparié¢s. Deux
mutations, p.Gly263Ser et p.Argl 150GIn, affectent des acides aminés hautement conservés
et 2 mutations, p.Pro649His et p.GIn808His, affectent des acides aminés conservés
seulement chez les mammiféres. Les analyses bioinformatiques ont démontré que tous les
5 mutations pourraient étre dommageables pour la fonction de la protéine. Nos résultats
sont cohérents avec une ¢étude récemment publiée des mutations potentiellement

166
Notre

pathogéniques dans SCRIBI chez les feetus atteints de ’ATN craniorachischisis.
¢tude et celle de Robinson et al. (2011) suggerent que les mutations rares dans SCRIBI

pourraient contribuer a la pathogenése des ATN dans une petite fraction des patients.

Les 5 mutations détectées dans SCRIBI ont été identifiées dans des ATN ouvertes
(3 myé¢loméningocele) et fermées (1 lipomyéloméningocele et 1 agénésie caudale),
suggérant un défaut moléculaire sous-jacent commun dans les deux principales formes des
ATN. Toutes les mutations ont été détectées dans des cas sporadiques et étaient privées.
Les parents des patients n’étaient pas disponibles pour déterminer si ces mutations sont « de
novo » ou sont transmises de I’un des parents avec une faible pénétrance. Un patient était
hétérozygote composé pour p.GIn808His et p.Gly469Ser; cette dernicre était détectée dans
2 controles italiens. Comme pour les autres maladies complexes, les mutations détectées
dans SCRIBI dans les ATN, doivent interagir avec des autres variantes génétiques et
facteurs environnementaux inconnus afin de moduler I’incidence et la sévérit¢ du

phénotype.
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Le nombre de patients porteurs de nouvelles mutations prévues pour Etre
pathogéniques détectées dans SCRIBI dans cette étude (5 sur 473; 1%) est comparable a
d'autres études de génes PCP dans les ATN (1% pour VANGLZ2; 2,1% et 1% pour VANGLI,
0,8% pour PRICKLEI et 2.9% pour CELSRI). °" '%*1°° Notre cohorte de cette étude se
ressemble avec les cohortes utilisées dans nos études précédentes de 4 geénes PCP,
VANGLI, VANGL2, PRICKLEI et CELSRI. Nous avons identifi¢ 2 patients qui étaient
doubles hétérozygotes pour des mutations dans SCRIBI et CELSRI: p.Glyl45Arg
(SCRIBI) et p.GIn834X (CELSRI) ¢étaient détectées dans un patient atteint d’une
my¢éloméningocele localisée dans D12-L1, malformation Chiari II, hydrocéphalie et
hydromyélie; p.Gly263Ser (SCRIBI) et p.Aspl401Gly (CELSRI) étaient détectées dans un
patient atteint d’une myéloméningoce¢le, malformation Chiari II et hydrocéphalie. Ca sera
particulierement intéressant de tester I’interaction génétique entre ces mutations des 2

différents génes PCP détectées dans le méme patient.

La protéine Scribl est une protéine qui interagit avec Vangl2 par I’intermédiaire des
domaines PDZ 2, 3 et 4'°" !, Des mutations qui ont été découvertes chez les souris au
niveau de gene Scribl conduisent a un défaut de fermeture de tube neural au niveau du
point de fermeture 1, ce qui résulte un craniorachischisis'® ''*. Cette protéine intervient
aussi dans la polarité apico-basale ou elle établit plusieurs interactions via son domaine
LRR et le domaine PDZ2'"7. Les mutations potentiellement pathogéniques identifiées dans
SCRIBI dans notre étude pourraient affecter ces interactions de Scribl avec ses partenaires

dans la voie PCP ou dans la polarité apico-basale.

3. 1. Effet potentiel des mutations identifiées dans les domaines PDZ de SCRIB1

Scribl et Vangl2 interagissent génétiquement et physiquement. L’interaction
physique est réalisée a travers les domaines PDZ 2,3 et 4 de Scribl et de PDZ-BDM (PDZ-
Binding Domain Motif) de Vangl2'®" "*'. La souris circletail contient une insertion d'une
seule base qui crée un décalage du cadre et conduit & une terminaison prématurée de la

Scribl protéine juste apres le domaine PDZ2. La protéine tronquée manque les 2 domaines
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PDZ3 et PDZ4 et I’extrémité C-terminale. Cette mutation conduit a un défaut sévere dans
la fermeture de tube neural, ce qui preuve I’importance de ces domaines dans la fonction de
la protéine dans la voie PCP pendant ce processus embryonnaire"'. Des études réalisées en
France en 2006 par le groupe de Montcouquiol ont pu montrer par l’utilisation de la
technique GST Pull Down que I’interaction de Scribl avec Vangl2 s’affaiblit lorsqu’on

11 Deux mutations

enleve le PDZI1 et s’intensifier dans le cas normal (présence de PDZ1)
de SCRIBI identifiées dans notre étude, p.GIn808His et p.Argl150GIn, sont localisées dans
les domaines PDZ 1 et 4 respectivement. L’analyse bio-informatique de ces 2 mutations
avec les programmes SIFT et Polyphen prédit des dommages dans la structure ainsi que
dans le fonctionnement de la protéine Scribl. Ces mutations pourraient affecter

I’interaction avec la protéine Vangl2.

La protéine LPP est un marqueur des cellules musculaires lisses et intervient dans la
régulation de la migration de ces cellules. Une interaction directe entre l'extrémité C-
terminale de la protéine LPP (LIM domain containing preferred translocation partner in
Lipoma) humaine et les domaines PDZ de Scrib humain a ét¢ montrée récemment. Cette
interaction joue un role important dans la régulation de la CE pendant la gastrulation chez
les poissons zébres.'* Les 2 mutations de SCRIBI, p.GIn808His et p.Argl150Gin,
localisées dans les domaines PDZ 1 et 4 respectivement pourraient affecter 1’interaction de
Scribl avec Lpp. Ce défaut d’interaction pourrait affecter le phénomene de la CE important

pour la fermeture de tube neural.

3. 2. Effet potentiel des mutations identifiées dans le domaine LRR de SCRIB1

L’alignement du domaine LRR de SCRIB dans les différentes espéces animales
montre une trés grande conservation de tous les acides aminés qui le constituent sauf chez
la C.elegans. Les domaines LRR interviennent dans la stabilisation du complexe SCRIBI
au cceur de la polarité apico basale, I’instabilisation de ce complexe conduit a
I’instabilisation de cette polarité et par la suite a des effets néfastes sur la structure

épithéliale. Une mutation de SCRIBI identifiée dans notre étude, p.Gly263Ser, est située
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dans le domaine LRR de la protéine Scribl (Section 3-1). Cette mutation pourrait affecter
I’interaction de la protéine Scribl avec les différents membres du complexe SCRIBBLE 1
qui intervient dans la polarité apicobasale, ce qui pourrait avoir un effet indirecte sur la PCP
pendant la fermeture du tube neural. Alternativement, cette mutation pourrait affecter la
fonction du SCRIBI1 dans la voie PCP indépendamment de la polarité apicobasale a travers
des interactions inconnues a date. En effet, I'importance des domaines LRR de Scribl dans
la fermeture du tube neural était montrée dans une souris mutante générée par I’ENU et qui
souffre de la sévére ATN « craniorachischisis ». Cette mutante interagit génétiquement
avec la souris Looptail (causée par une mutation dans le géne PCP Vangl2) et est causée

par une mutation, p. ILE285Lys dans le domaine LRR 3 de Scribl.

3. 3. Des études futures de validation fonctionnelle des mutations de Scribl

Pour mieux comprendre le role de Scrib! dans la fermeture du tube neural, il serait
trés important de poursuivre les études fonctionnelles des mutations identifiées dans notre
¢tude afin d’identifier les mécanismes par lesquels ces mutations pourraient affecter les
interactions de Scribblel avec ses partenaires dans la polarité planaire cellulaire ainsi que
dans la polarité apico-basale. Plusieurs méthodes de validation fonctionnelle nous
permettront d’investiguer la capacité des variantes de SCRIBI d’affecter I’interaction de
Scribblel avec Vangl2 et/ou avec Lpp pendant la signalisation de la voie PCP
(p.GIn808His et p.Argl150GIn), ainsi qu’avec ses partenaires dans le complexe
SCRIBBLE] dans la polarité apico-basale (p/Gly263Ser). La méthode du systeéme double
hybride (Yeast two hybrid, Y2H) chez la levure représente une méthode trés efficace afin
de mesurer des interactions directes entre 2 protéines. Ce systéeme avait déja été utilisé pour
tester I’effet des mutations au niveau de VANGL]I sur les interactions avec Dvl permettant

ainsi de conclure 1’effet pathogénique d’une de ces mutations.®”’

Le poisson zebre est un modele bien adapté pour I'étude des mécanismes
moléculaires et cellulaires de gastrulation et de la fermeture du tube neural chez les

vertébrés. En particulier, les membres de la voie PCP sont trés conservées chez le poisson
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z¢bre, ou l'abrogation de leurs activités ou leur surexpression conduit a divers défauts de
I’extension convergente (EC), y compris le raccourcissement marqué de l'axe antéro-
postérieur.”” Ce modéle puissant pourrait étre utilisé pour valider 1’effet des 5 mutations,
p.Gly263Ser, p.Pro649His, p.GIn808His, p.Argl150GIn, p.Thr1422Met), sur le processus
de la CE chez I’embryon. Des études de surexpression du Scribl chez les poissons zebres
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ont montré un défaut important de I’EC."™ Une surexpression d’une variante de Scribl qui

ne cause pas un défaut de ’EC suggére une perte de fonction de la protéine mutée.

3.4. Les animaux comme modéles puissants pour les études génétiques des ATN

humains

Des études sur la PCP effectuées chez plusieurs modeles animaux (la Drosophile, la
souris, le poisson zebre et la grenouille) ont pu démontrer une trés grande conservation des
genes de cette voie et un role trés important au cours de la neurulation. La découverte du
géne responsable pour ’ATN de craniorachischisis chez la souris Lp, Vangl2 *, a
déclenché plusieurs études sur des souris modeles atteintes des ATN. Ces études ont permis
d’identifier d’autres genes de la voie PCP et de les rajouter sur la liste de facteurs
génétiques qui jouent un rdle important dans la fermeture du tube neural chez les
vertébrées. Un total de 14 geénes sont connus pour générer un phénotype de
craniorachischisis chez les souris modeles. Tous ces geénes, sauf Ptchl, affectent la voie
PCP et sont capables de générer ce phénotype. L'identification de genes défectueux dans
ces souris mutantes a fourni un point d'entrée pour des études génétiques moléculaires des
homologues et orthologues des génes PCP chez les ATN humaines. Plusieurs études ont
montré des mutations dans les génes VANGLI, VANGLZ2, PK1, DIVERSIN et CELSR1, qui
étaient associées avec une faction des ATN humains (Section 1.4.3.1).% 147 149136 Ceg

¢tudes confirment la puissance de la souris modele pour les études étiologiques des ATN

humaines.



4. Futures directions et défis

L’identification de genes prédisposant aux ATN humains a ¢été entravée par
I'étiologie complexe de ces malformations. Les études des geénes candidats, incluant cette
¢tude et les autres études des genes PCP, ont identifi¢ des mutations associées a la maladie
dans une petite fraction des patients. Ces mutations sont incomplétement pénétrantes,
limitant le succes de ces études. Des avancées importantes dans les technologies de la
génomique ont le potentiel de révolutionner I'exploration de ATN en permettant 1'analyse

génétique des 1ésions au-dela des mutations ponctuelles dans des exons codants connus.

Des données intéressantes ont émergé sur le role des variants d'ADN du nombre de
copies (CNV) comme une cause importante de troubles neurodéveloppementaux et des
malformations congénitales.'” La nouvelle technologie d'hybridation génomique
comparative (aCGH) peut surveiller tout le génome pour la détection de larges segments de
déséquilibre génomique qui sont habituellement détectables par caryotype ainsi que les
petites CNV.'®  Plusieurs délétions et insertions qui ne sont pas détectables au niveau
microscopique avaient été impliquées dans d’autres classes d’anomalies congénitales telles
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que le retard mental ™. Ce genre de lésions génétiques pourrait ainsi jouer un role

important dans la pathogenése des ATN.

Les études des geénes candidats incluant cette étude se concentrait sur les régions
codantes et les jonctions intron-exon ou la majorit¢ des mutations des maladies étaient
identifiées. Par contre, des mutations dans les régions régulatrices telles que le promoteur
ou les régions non traduites pourraient étre pathogéniques comme elles pourraient affecter
le niveau de transcription du géne. L’étude et I’investigation de ces régions seraient un but
parmi les prochaines étapes nécessaires dans notre étude et les autres études génétiques des
ATN.

La méthylation de ’ADN joue un role important dans la régulation de la
transcription. Ce phénomeéne est particuliecrement intéressant pour les ATN avec le
développement de I'hypothése de méthylation qui suggere que l'acide folique prévient les

ATN en les protégeant contre les défauts de réactions de méthylation qui méneraient
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autrement a des altérations des niveaux d'expression de génes essentiels a la neurulation.”’
Les modifications épigénétiques peuvent €tre aussi investiguées a 1’échéle génomique par
’utilisation de I’immunoprécipitation de chromatine sur puce a ADN (ChIP-chip). Le
manque de tissus des patients affectés pose un grand probléme dans ce genre d’étude, ce
qui marque leurs limitations, mais on peut anticiper la puissance des souris modeles pour

les études de la méthylation dans les ATN.

Finalement, I’utilisation des technologies de séquengage de prochaine génération est
capable de séquencer des exomes entiers ou des génomes des patients atteints des ATN.
Les mutations identifiées lors du séquencage de la totalité des régions codantes ou du
génome de chaque patient atteint des ATN, permettront potentiellement 1’identification des
nouveaux genes qui sont impliqués dans la pathogenése des ATN. Un défi majeur impliqué
dans ces technologies innovantes est la gestion et l'analyse des ensembles de données

massifs qui seront générés.



Conclusion

Nous avons identifi¢ dans cette étude 9 mutations dont 5 sont des nouvelles
mutations hétérozygotes, spécifiques aux patients, dans le géne de la polarité planaire
cellulaire SCRIBBLEI. Les cinq mutations avaient ¢été prédites par des méthodes
bioinformatiques d’étre pathogéniques. Cela suggeére qu’ils ont, probablement,
pathogénique et indique la nécessité des études supplémentaires (validation fonctionnelle
par le systéeme double hybride) pour mieux comprendre les mécanismes par lesquels ces
mutation identifiées dans notre étude peuvent étre prédisposantes, pour les anomalies du
tube neural dans la population humaine. Les 5 mutations de SCRIBBLE] comptent pour
une proportion de 1% de cette cohorte et considérées ensemble, les mutations identifiées
jusqu’a présent dans ce géne pourraient justifier une partie des anomalies du tube neural
chez I’humain. De cette perspective, 1’analyse moléculaire de ce geéne de la voie PCP sera
un excellent outil pour mieux comprendre la pathogenese de ce spectre de malformations

congénitales.
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