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Résumé

Les anomalies du tube neural (ATN) sont des malformations congénitales parmi les
plus fréquentes chez I’humain en touchant 1-2 nouveau-nés par 1000 naissances. Elles
résultent d’un défaut de fermeture du tube neural pendant ’embryogenése. Les formes les plus
courantes d'ATN chez I'homme sont l'anencéphalie et le spina-bifida. Leur étiologie est
complexe impliquant a la fois des facteurs environnementaux et des facteurs génétiques.

Un déreglement dans la signalisation Wnt, incluant la signalisation canonique Wnt/B-caténine
et non-canonique de la polarité planaire cellulaire (PCP), peut causer respectivement le cancer

ou les anomalies du tube neural (ATN).

Les deux voies semblent s’antagoniser mutuellement. Dans cette étude, nous
investiguons les roles de Lrp6 et deANKRDG6, entant qu’interrupteurs moléculaires entre les
deux voies de signalisation Wnt, et CELSRI, en tant que membre de la PCP, chez la souris
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mutante Skax , générée par I’agent mutagéne N-Ethyl-N-Nitrosuera, et dans une cohorte

de patients humains ATN.
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Pour Lrp6, nous avons démontré que Skax représente un allele hypermorphe de

Lrp6 avec une augmentation de I’activité de la signalisation Wnt/canonique et une diminution
de I’activité JNK induite par la voie PCP. Nous avons également montré que Lrp6>*20mHus
interagit génétiquement avec un mutant PCP (Vangl2") ol les doubles hétérozygotes ont
montré une fréquence élevée d’ATN et des défauts dans la polarité des cellules ciliées de la
cochlée. Particulicrement, notre étude démontre 1'association des nouvelles et rares mutations

faux-sens dans LRP6 avec les ATN humaines. Nous montrons que trois mutations de LRP6

causent une activité canonique réduite et non-canonique élevée.

Pour ANKRDG, nous avons identifié quatre nouvelles et rares mutations faux-sens
chez 0,8% des patients ATN et deux chez 1,3% des controles. Notamment, seulement deux,
des six mutations validées (p.Pro548Leu et p.Arg632His) ont démontré un effet significatif sur

I’activité de ANKRD®6 selon un mode hypomorphique.



Pour CELSRI, nous avons identifié une mutation non-sens dans l'exon 1 qui supprime
la majeure partie de la protéine et une délétionde 12 pb. Cette perte de nucléotides ne change
pas le cadre de lecture et élimine un motif putatif de phosphorylation par la PKC " SSR ".
Nous avons également détecté un total de 13 nouveaux et rares variants faux-sens qui avaient

été prédits comme étant pathogenes in silico.

Nos données confirment le role inhibiteur de Lrp6 dans la signalisation PCP pendant la
neurulation et indiquent aussi que les mutations faux-sens identifiées chez LRP6 et ANKRD6
pourraient affecter un équilibre réciproque et un antagonisme tres sensible a un dosage précis
entre les deux voies Wnt. Ces variants peuvent aussi agir comme facteurs prédisposants aux
ATN. En outre, nos résultats impliquent aussi CELSRI comme un facteur de risque pour les

anomalies du tube neural ou 1’agénésie caudale.

Nos résultats fournissent des preuves supplémentaires que la voie de signalisation PCP
a un role pathogene dans ces malformations congénitales et un outil important pour mieux

comprendre leurs mécanismes moléculaires.

Mots-clés : ANKRDG ; LRP6 ; CELSRI ; Agénésie caudale ; Anomalies du tube neural ;
Polarité planaire cellulaire, Extension convergente ; signalisation Wnt.

il



Abstract

Neural tube defects (NTDs) are among the most common congenital malformations in
humans affecting 1-2 infants per 1000 births. NTDs are caused by failure of the neural tube to
close during embryogenesis. The most common forms of NTDs in humans are anencephaly
and spina bifida. Their etiology is complex implicating environmental and genetic factors.
Wnt signaling has been classified as canonical Wnt/ B-catenin dependent or non-canonical
planar cell polarity (PCP) pathway. Misregulation of either pathway is linked mainly to cancer
or neural tube defects (NTDs) respectively. Both pathwaysseem to antagonize each other. In
this study, we investigate the role of Lrp6andANKRDG6 as molecular switches between both
Wnt pathways as well as CELSRI as PCP member, in a novel ENU mouse mutant of Lrp6

(Skax*®"""*) and in human NTDs.
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For Lrp6, we demonstrate that Skax represents a hypermorphic allele of Lrp6

with increased Wnt canonical and abolished PCP-induced JNK activities. We also show that

63 e20miisgenetically interacts with a PCP mutant (Vangl2') where double heterozygotes

Lrp
showed an increased frequency of NTDs and defects in cochlear hair cells’ polarity.
Importantly, our study also demonstrates the association of rare and novel missense mutations
in LRP6 that is an inhibitor rather than an activator of the PCP pathway with human NTDs.
We show that three LRP6 mutations in NTDs led to a reduced Wnt canonical activity and

enhanced PCP signaling.

For ANKRDG: We identified four rare missense mutations in 0.8% of the NTD
patients and 2 rare missense mutations in 1.3% of the controls. Notably, when all 6 mutations
were validated, only two mutations identified in NTD patients, p.Pro548Leu, p.Arg632His,
significantly altered DIVERSIN activity in Wnt signaling assays in a hypomorphic fashion.

For CELSRI: We identified one nonsense mutation in exon 1 of CELSRI that
truncates the majority of the protein in one NTD patient and one in-frame 12 bp deletion that
removes a putative PKC phosphorylation“SSR” motif in one caudal agenesis patient. We also
detected a total of 13 novel missense variants in 12 patients (11 NTDs and 1 caudal agenesis)

that were predicted to be pathogenic in silico.
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Our data confirm an inhibitory role of Lrp6 in PCP signaling in neurulation and
indicate that rare missense mutations in LRP6 and ANKRD6 could affect a balanced reciprocal
and a highly dosage sensitive antagonism between both Wnt pathways in neurulation and act
as predisposing factors to NTDs in a subset of patients. Also, our findings implicate CELSR1

as a risk factor for NTDs or caudal agenesis.

Our findings provide additional evidence for a pathogenic role of PCP signaling in
thesemalformations and an important tool for better understanding their molecular

mechanisms.

Keywords : ANKRD6 ; DIVERSIN ; LRP6 ; CELSR1 ; Caudal agenesis ; Neural Tube Defects

; Planar cell polarity ; Convergent extension; Wnt signaling.

v



Table des matieres

L T8 (T4 L Te] 570§ PN 1
L1 DEINITION ..ottt e e e 1
1.2. Développement embryonnaire du systeme nerveux central ...................ocooeenene. 1

1.2.1. Laneurulation ............oiueiiiii i 2
1.2.1.1.  Neurulation Primaire ..........c.cevueeenreeineeieeaiteeaeeaireeneeaneeannan 3
1.2.1.2.  Neurulation SECONAAITe ..........couviuiiiiiiiiiii e 8

1.3. Les Anomalies du tube neural (ATIN) ...ttt i, 9

1.3.1. Les différentes formes cliniques des ATN ..., 9

L.3. 1.1, LesS ATN OUVEITES «..venneiiitiee et 10
1.3.1.1.1. Les ATN ouvertes craniales ............c.oooiiiiiiiiininiinn 10
1.3.1.1.2. Les ATN ouvertes spinales ou les myélodysraphies ............ 11

1.3.1.2. Les ATNLermeées .......coueiiniiiiiii e, 11
1.3.1.2.1. ATN fermées avec une masse Sous-cutanée ...................... 11
1.3.1.2.2. ATN fermées sans masse-cutanée ...............coeeevnuennenn.. 12

1.3.2. Diagnostic des ATN ... e 13

1.3.3. BHOLOZIE ..o, 14
1.3.3.1.  Facteurs environnementauX .............eeeueerureenneenneenneeanneenneennnn 14
1.3.3.2.  Facteurs @€ntiqUES .........cvvuiiiniiiiteie et eneenns 16

1.3.3.2.1. Genes de la voie métabolique des folates chez les ATN
RUMAINS. ...

........ 16

1.3.3.2.2. Genes identifiés chez des souris modeles des ATN ............. 18

1.3.3.2.3. Etude de génes homologue et/ou orthologues, identifiés
préalablement chez la souris, chez les patients ’ATN ................. 18
1.4. Voies de signalisation Wt ...........oiiiiiiiii e 22
L4 1.1, Lesligands Wt .......ooiiiiiiiiii e 23

1.4.2. Lavoie Canonique WNt/FZ ........cooiiiiiiiiii e, 24
1.4.2.1.  Les récepteurs Frizzled et corécepteurs Lrp5 et Lrp6 ................... 26



1.4.2.2.  Les modulateurs la voie canonique Wnt/Fz .............................. 26

1.4.3. La voie non-canonique Wnt/Calcium ..............ccooiiiiiiiiiiiiiiiiennnn. 27
1.4.4. La voie non-canonique du Fz/Dvl ....... ... 28
1.5. La polarité planaire cellulaire (PCP) chez les vertébrés ....................cooiiiien. 33

1.5.1. La PCP et I’extension convergence durant la gastrulation et la neurulation ... 33

1.5.2. La PCP et ’orientation des cils dans I’oreille interne ........................... 35
1.5.3. LaPCPetla guidance axonal .............c.oooiiiiiiiiiiiiiiiiiiee e, 38
1.5.4, LaPCP et 1a MItOSE ..uvvnneintiniitiit e, 39
1.5.5. LaPCP et 1a cilioZen€se ........coouiiiniiiiiiiiii i e, 40
1.5.6. La voie PCP et la polarité apico-basale...................coiiiiiiiiii. 41
1.577. LaPCP et1€ CaNCEr .. ..ooneiiiii e 44
1.6. Le g@ene LRPO ... s 45
1.6.1. Structures et interactions de Lrp6 ...........cooiiiiiiiiiiiiiiii e 45
1.6.1.1.  Structure de Lrp0 ......ooouiiiii 45
1.6.1.2.  Interactions extracellulaires de Lrp6 ..., 46
1.6.1.3.  Interactions intracellulaires de Lrp6 .............cocoviiiiiiiiiiiiin.. 47
1.6.2. Animaux modeles de Lrph .........c.ooviiiiiiiiiiii e 47
1.7. Le géne DIVERSIN (ANKRDO) .....ouuitiiiiiii e 49
1.7.1. Structures et INLETACTIONS .......euuutenttett et et ettt et e eee e e e eae e 49
1.7.2. Animaux mOd@IES .........oouiiuiii i 52
1.8. Le gene CELSRI ... e 53
1.8.1. Structures et INLETACTIONS ... ..ueuuutenttett et et ettt et e e e enieeaae e 53
1.8.2. Animaux MOdEIes ........oouiiiiiiii i 55
2.Projet de 1eCherChie ........c.oii i e 57
2.1, ProblematiqQUe .......ooueiiti it 57
2.2. HypotheSe €t ODJECTIVES ...unuiintttitteit ettt e eaene 58
2.3. Pertinence et TetOMDEES. ... .ouuuittt ettt e 58

3. Novel mutations in Lrp6 orthologues in mouse and human neural tube defects affect a
highly dosage-sensitive Wnt non canonical planar cell polarity pathway ................... 59
4. Genetic studies of ANKRD6as a molecular switch between Wnt signaling pathwaysin

human neural tube defectS .....oovrnt it 94

vi



5. Role of the planar cell polarity gene CELSRI in neural tube defects and caudal agenesis
......................................................................................................... 112
6. DISCUSSION ...ttt e e 134
6.1. Identification d’un nouvel alléle hypermorphe de Lrp6 (Skax**™"")................. 134
6.2. L’importance d’un dosage précis entre les deux voies de signalisation Wnt dans la
NEUTUIATION ..ottt et e 136
6.2.1. Des études des animaux modeles incluant Skax”®"’“montrent I’importance
d’un dosage précis entre les deux voies de signalisation Wnt ..................... 136
6.2.2. Des études des « molecular switches » incluant LRP6 et ANKRD6 dans une
cohorte ATN humaine montrent I’importance d’un dosage précis entre les deux
voies de signalisation Wnt dans la neurulation .....................co 139
6.3. La voie PCP joue un r6le important dans la prédisposition aux ATN ................. 142
7o Plans TULULS ... e 144
T LRPO ..o 144
T20ANKRDG ... 145
T3 CELSRI .o e 146
8. Perspectives @ENETAles .........ovuiiiniiit i e 147
0. CONCIUSION ..ttt et e e et e e e e e 148
10. BIbHOZIaphie ..o e 149

vii



Liste des tableaux

Tableau 1: Résume ces genes candidats dérivés des études chez les animaux modeles et qui

étaient assoCi€s avec les ATIN HUMAINES .. .ovvuunit ittt e 19

Tableau 2: Résume Des genes identifiés et qui présentent un phénotype PCP dans I’oreille

111110 ¢ 1 (S 36

Tableau 3: Sommaire des différents phénotypes développés chez les souris mutantes pour les

genes Celsrl-3. FBM : facial branchiomotor. ..., 55

Manuscrit Lrp6, Table 1: Genotype-phenotypes studies in Lrp6~“20/ . ..eceeee... 91

Manuscrit Lrp6, Table 2: Analysis of the neural tube defect phenotype in genetic interaction

studies between Lrp6 257 and VangI2™ .............oeeeiiiiiiee e 92

Manuscrit Lrp6, Table S1: Novel rare mutations (<1%) in LRP6 in human neural tube

defects absent 1N CONLIOLS ... .ount ittt e e e e e e 93

Manuscrit ANKRDG6, Table 1: Novel rare mutations (<5%) identified in ANKRD6 in neural

tube defects patients and CONIOIS ..........ooouiiiiiiiiiiii i, 110

Manuscrit ANKRDG6, Table S1: Interaction studies of wild type and mutant DIVERSIN with
DVL3, PK1, VANGL2 and AXIN?2 using the yeast two hybrid system ............... 111

Manuscrit CELSRI1, Table I: Novel rare mutations (<1%) identified in CELSRI in human
neural tube defects ...... ..o e 128

Manuscrit CELSR1, Table S.I: Characteristics of the 473 NTDs patients ................... 129

Manuscrit CELSR1, Table S2: Summary of all sequence variants of FZD3 and FZD6 genes
identified in 1112 SUDJECES .....vonuiit i e, 130

Manuscrit CELSRI, Table S3: Common and known (rs ID) variants of FZD3 and FZD6

viii



Manuscrit CELSR1, Table S.II: Characteristics of neural tube defect patients carrying novel
and rare mutations in CELSRI ..........o.oiii i, 132

Manuscrit CELSR1, Table S.I cont.: Characteristics of neural tube defect patients carrying

novel and rare mutations iN CELSRI .........ooooouuiie e, 133

X



Liste des figures

Figure 1: Représentationschématique des étapes de fermeture de tube neural .................. 2
Figure 2: Mécanismes de la constriction apicale ..............oovviiiiiiiiiiiiiiiiii i, 4

Figure 3: Diagramme représentatif du mécanisme morphogénétique d’extension convergente

................................................................................................................ 6
Figure 4: Schéma des différents points d’initiation de fermeture du tube neural chez A) la
souris €t B) Phumain ... ..o e 8
Figure 5: Schéma représentation des étapes de la neurulation secondaire ........................ 9
Figure 6: Diagramme représentatif du mécanisme de la voie de signalisation canonique
(WNU/B-CAtENINE) ... uvtiettit ettt et et et et e e e e et e e e e e e e e e e e e aaeeneas 25
Figure 7: Diagramme du mécanisme de la voie de signalisation Wnt/Calcium ................ 28
Figure 8: Schéma représentatif desprotéines centrales de la voie de signalisation PCP ainsi
que les Divers interactions qui 8’y €tabliSSent .............ooeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 30
Figure 9: Diagramme du mécanisme de la voie de signalisation de la polarité planaire
CEIIULAITE (PO P) . e 32
Figure 10: Micrographies électroniques a balayage des cellules ciliées internes (IHC) et
eXLEINES (OHO ) . oo 36
Figure 11: Représentation des évidences du role de la signalisation PCP dans la guidance
AXOMAL L. 39

Figure 13: Représentation schématique des différents domaines fonctionnels de la protéine

cytoplasmique DIVERSIN (ANKRD6) (Ankyrin repeat domain-containing protein 6) ...... 50



Figure 14: Représentation schématique du modéle d’action de ANKRDG6 sur le mécanisme de

dégradation de 1af-Caténine ..............oiuiiuiiiiiii e 51

Figure 15: Représentation schématique des différents domaines fonctionnels de la protéine

transmembranaire CELS R ... e 54

Manuscrit Lrp6, Figure 1: Identification of the gene mutated in Skax26™"................. 86

Manuscrit Lrp6, Figure 2: Functional validation of the mutant Lrp6P"***'4"¢ in wild-type,

heterozygous and homozygous Lrp6>“?* littermates and in HEK293T cells ...... 87

Manuscrit Lrp6, Figure 3: Genetic interaction studies between Lrp6°“*”* and Vangi2"

Manuscrit Lrp6, Figure 5: Functional validation of NTD-associated mutations in LRP6 using

TCF/LEF-1 responsive Wnt/B-catenin and JNK-AP-1 reporter assays .................. 90

Manuscrit ANKRDG, Figure 1: Functional validation of rare variants detected in DIVERSIN
in NTD patients and controls using JNK-AP-1 responsive and TCF/LEF-1 responsive

Wnt/B-catenin and rePOTtET ASSAYS .. ..e.uenrtnntenttanteteate ettt et eeeaeeaeaaenens 108

Manuscrit ANKRDG, Figure S1: Rare novel variants in DIVERSIN in human neural tube
AefeCtS (INTDS) oot e e 109

Manuscrit CELSRI1, Figure 1: Novel CELSRI mutations in neural tube defect (NTD) and

caudal agenesis PALIENIES .......o.uiutirttit it 126

xi



Liste des sigles et abréviations

ADN Acide désoxyribonucléique

aPKC Protéine kinase atypique C

ARN Acide ribonucléique

ATN Anomalies du tube neural

Bbs Syndrome de Bardet-Biedl

BMP Protéine morphogénétique osseuse
Ca2+ Calcium

CAMKII Kinase calcium/calmodulin dépendante II
CE Extension convergente

Crc Circletail

Cthrcl Collagen triple helix repeat containingl
Dg Diego

Ds Dachsous

Dvl/Dsh Dishevelled

Fj Four-jointed

Ft Fat

Fy Fuzzy

Fz Frizzled

GFP Green fluorescent protein

GSK3p Glycogene-synthase-kinase 3f3

Int Inturned

xii



JNK
LAP
LCS
LEF
Lp
LRP
MTHFR
PAR
PCP
pk
PKC
ppt
PTK7
Rho
ROCK
Scrib
Shh
slb
SNP
stan/fmi
Tbx
TCF

Vang/Stbm

Kinase Jun

Leucine-rich repeat and PDZ domain
Liquide cérebro-spinal

Lymphoid Enhancer-binding factor
Loop-tail

LDL-R-Related protein
5,10-methylene-tetrahydrofolate réductase
Récepteurs activés par les protéases
Polarité planaire cellulaire

prickle - spiny legs

Protéine kinase C

Pipetail, Wnt5

Protéine tyrosine kinase

Ras homolog

Kinase associée a Rho

Scribbled

Sonic Hedgehog

Silberblick, Wntl1

Polymorphisme d’un nucléotide simple
Starry night/Flamingo

T-box transcription factor

T-cell factor

Van gogh/Strabismus

Xiii



VANGL Vang-like
Wnt Wingless

Bcat B-caténine

X1v



XV

Aux patients atteints d’Anomalies du Tube

Neural et a leur famille.



Remerciements

Je tiens tout d’abord a remercier Dr. Zoha Kibar pour m’avoir accueilli dans son
laboratoire et pour m’avoir transmis une partie de sa passion pour la recherche fondamentale

ainsi que pour tout le support scientifique.

Je remercie tous les membres du laboratoire Kibar et spécialement Marie-Claude
Guyot, Stéphanie Lachance, Mingqin Wang et Corinne St-Denis pour leur aide essentielle au

parcours et a la réussite de ce projet.

Je remercie notre collaboratrice Monica Justice pour nous avoir fourni la

26mlJus

sourisSkax ainsi que notre collaboratrice Valeria Capra pour nous avoir fourni de I’ADN

sur une cohorte de patients atteints d’ATN.

Je remercie mes bien-aimés freres et sceurs ainsi que mes ami(e)s de faire partie de ma
vie, pour leurs encouragements et support moral. Je gratifie principalement mes tres chers
parents, Rabha et Haddou, qui m’ont toujours encouragé dans mes décisions et mon parcours

d’études universitaires.

Je remercie aussi ma femme pour son grand soutien, surtout durant la rédaction. Je
tiens a souligner la naissance spéciale de mon premier garcon, Anir (Ange), le 29 septembre
2014, lors de la préparation de ma défense de these.

Finalement, je remercie les patients et leurs familles pour leur générosité.

XVi



1. Introduction

1.1. Définition

Les anomalies du tube neural (ATN) représentent le groupe le plus commun et le plus
sévere des anomalies du systeme nerveux central. Apres les malformations cardiaques, les
ATN arrivent en deuxieme position en fréquence (4,261). Elles sont associées a une mortalité
périnatale touchant 1-2 enfant(s) par 1000 naissances. Elles sont causées par un défaut de
fermeture du tube neural partielle ou complete au cours des premicres étapes de la vie

embryonnaire et peuvent avoir lieu tout au long de I’axe rostrocaudal (4, 261, 282).

1.2. Développement embryonnaire du systéme nerveux
central

La formation du systeéme nerveux central commence tres tot durant le développement de
’embryon. A la fin de la gastrulation qui s’achéve avec la formation des 3 épithéliums
embryoniques (ectoderme primitif ou I’épiblaste, le mésoderme et I’endoderme), la notocorde
se met en place (1). L’embryon, en forme circulaire, va prendre une structure allongée, étape
primordiale pour la suite du développement du systeme nerveux. Le signal envoyé par la
notocorde vers 1’ectoderme va déclencher la formation de la plaque neurale qui est la premiere
structure a ’origine du systéme nerveux et le début du processus développemental aussi

appelé neurulation (1).

La suite de la neurulation continue avec le repliement vers ’intérieur des bords de la
plaque neurale, formant ainsi la gouttiere neurale. Celle-ci va alors se refermer complétement
pour finalement former le tube neural a partir duquel se construira la totalité du cerveau et de

la moelle épiniere (2).
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1.2.1. La neurulation

La neurulation chez I’humain représente un processus morphogénétique fondamental qui
aboutit au développement du tube neural (cerveau et moelle épiniere). Ce processus se déroule
en deux phases qui ont lieu a des niveaux distincts au long de 1’axe rostrocaudal de I’embryon
: la neurulation primaire (semaines 3-4), responsable de la formation du cerveau et de la
plupart de la moelle épiniere, suivie par la neurulation secondaire (semaines 5-6) qui est

limitée au niveau de la partie terminale, incluant le bourgeon de la queue, qui sera a I’origine

de la partie caudale du tube neural et de 1’¢longation de la moelle épinicre (3).

Susface

Plaque neurale
ectodermique

Future créte

neurale

.— Notochorde

A

Créte
neurale

Figure 1. Représentationschématique des étapes de fermeture de tube neural. La plaque
neurale se forme (A), suivie par 1’élévation de ses bords avec la formation des plis neuraux

(B). Ensuite le tube neural prend forme par le pliage de la plaque neurale autour de la gouttiere

neurale (C) et se ferme (D).
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1.2.1.1. Neurulation primaire

Au cours de la troisieme semaine de gestation, le développement du systeme nerveux
s’amorce avec 1’épaississement de I’ectoderme et par conséquent I’apparition de la plaque
neurale (figure 1A). Celle-ci s’invagine ensuite en sillon neural puis les bords de la plaque
neurale s’¢lévent, formant des plis neuraux qui délimitent une dépression, la gouttiere neurale
(Figure 1B). Au fil du développement, ces structures se rapprochent en s’allongeant et se
fusionnent, constituant ainsi le tube neural (Figure 1C-D). Pendant la neurulation primaire, les
cellules de I’ectoderme se divisent en deux couches de tissus paralléles. Une qui donnera
naissance aux structures du SNC a Dl'intérieur du tube neural et I’autre formera la peau a
I’extérieur (4, 5). Une troisitme masse de tissu, la créte neurale, émerge de ces cellules
ectodermiques de la partie dorsale, tout au long de ce tube. Celle-ci est a 1’origine des nerfs
spinaux, des ganglions spinaux, des nerfs criniens, des ganglions des nerfs craniens, des
médullas surrénales, des ganglions du systeéme nerveux autonome et des méninges ainsi que de
certains cartilages et os du crane (6). A partir de la paroi interne du tube neural, trois couches
de cellules se différencient. Celles de la couche superficielle, appelée couche marginale, sont a
I’origine de la substance blanchedu systeme nerveux, cellex de la couche intermédiaire ou
zone du manteau forment la substance grise et celles de la couche profonde, nommée couche
épendymaire, forment le revétement du canal central de la moelle épiniere et des ventricules
cérébraux. L’interaction entre la notocorde et ’ectoderme qui la recouvre induit la formation
du neuroectoderme (4). A ce stade, les protéines morphogénétiques osseuses (BMP :Bone
Morphogenetic Proteins), qui stimulent la formation de I’épiderme et inhibent en méme temps
la formation du neuroectoderme, seront inactivées par certains antagonistes tels que noggin,
chordin et follistatin provenant du nceud primitif (4, 5). Cela va permettre la différenciation en
neuroectoderme, puis en plaque neurale. Les facteurs de croissance des fibroblastes FGF
(fibroblast growth factors) et ceux des analogues a I'insuline, ainsi que la signalisation de la

voie canonique Wnt/B-caténine, interviennent dans ce processus (5).

Une fois formée, la plaque neurale donne naissance aux plis neuraux dont I’initiation
est due a la force de la constriction apicale (7). Il existe différentes théories au sujet des

mécanismes de la constriction apicale (figure 2), la plus populaire est celle ou la superficie
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apicale se rétrécit sous 1’effet d’un appareil contractile sous-membranaire localisé au niveau
du domaine apical des cellules qui agit de la méme fagon que ’appareil contractile des
myocytes. En effet, les régions apicales des cellules de 1’épithélium neuronal sont enrichies en
actine (7). Egalement, les embryons de souris traitées au cytochalasine D (inhibiteur des
microfilaments d’actine) démontrent une inhibition de la fermeture des plis neuraux
craniaux(8), effet similaire observé en réponse a la perte de fonction des différentes protéines

associ¢es aux filaments d’actine, incluant p/90RhoGAP, vinculin, shroom et Mena/profilin

9).
A
[}T’Eﬁ

—
T
f’ff —

Figure 2. Mécanismes de la constriction apicale. A: Le repli d'un appareil contractile apical
(vert) transforme les cellules cylindriques en cellules coniques. B: L’adhérence croissante
entre les surfaces apicales des cellules (rouge) augmentera leur superficie de contact et par
conséquent, un rétrécissement de leur extrémité apicale. C: L'augmentation de la hauteur des
cellules, probablement par un appareil a base de microtubules (bleu), pourrait également

donner la forme conique des cellules. Tiré de : Wallingford JB, 2005 (7)

D’autres explications concernant les mécanismes de la constriction apicale supposent

I’implication soit d’une augmentation de 1’adhérence intercellulaire au sein de la région
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apicale, soit d’'une augmentation de la hauteur des cellules avec un volume et une superficie

basale constante (7).

Les cellules apicales vont par la suite se contracter, s’allonger et prendre la forme
cylindrique. Ces changements de morphologie sont sous le contréle d’un phénomeéne
morphogénétique appelé extension convergente (CE) (7). Pendant ce processus complexe, les
cellules polarisées de la plaque neurale s’allongent sur leur axe médiolatéral et produisent des
protrusions cellulaires qui leur permettent de migrer et s’intercaler par la suite avec les cellules
avoisinantes (Figure 3). Cela a pour effet de permettre la convergence du tissu vers la ligne
médiane et 1’allongement sur 1’axe antéro-postérieur et donc de créer un axe allongé et une
largeur plus étroite de la plaque neurale. La CE est sous le contrdle de la voie de signalisation
non canonique du Wnt/Frizzled (Wnt/Fz), aussi appelée la voie de la polarité planaire
cellulaire (PCP, planar cell polarity) qui sera décrite plus tard dans la section (1.6 PCP).
L’ensemble de ces changements morphologiques dans la plaque neurale induit la formation
des plis neuraux initi€s avec la création, au niveau de deux sites, de points d'articulation: une
paire de points dorsolatérales (charnieres dorsolatérales) située latéralement sur les plis
neuraux, principalement au niveau du futur cerveau et le point médian (charniere médiane)

localisé au niveau de I’axe rostrocaudal au-dessus de la notocorde (Figure 1).

Les signaux inducteurs (protéine Sonic hedgehog (Shh)) provenant de la notocorde
sont nécessaires pour la formation du pli médian au niveau de la région spinale proximale
(10). La signalisation par BMP est aussi fortement impliquée dans la régulation des
changements morphologiques et la polarité cellulaire au niveau de 1’épithélium du futur tube

neural (11).
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Figure 3. Diagramme représentatif du mécanisme morphogénétique d’extension convergente.
Les cellules s’allongent sur 1’axe médiolatéral, générent une protrusion et ensuite convergent

pour s’intercaler. Ce qui permet une extension sur I’axe antéro-postérieur de la plaque neurale.

C’est au niveau spinal distal et cranien que les plis dorsolatérales prennent forme.
L’équilibre existant entre la signalisation par Sonic hedgehog (Shh) et celle par Bmp2 assure
le contrdle de I’extension axiale de ces plis. Cela a été bien documenté chez les souris (10).
L’expression, par l’ectoderme dorsal, du Bmp2 amorce partout au niveau de [’axe
antéropostérieur embryonnaire la transcription de Noggin. Bmp2 étant un inhibiteur de la
formation des points d’articulation dorsolatérales, exprimé par 1’ectoderme dorsal, stimule la
transcription des Noggin a tous les niveaux de I’axe. Ces derniers, en possédant un effet rétro-

inhibiteur sur les Bmp?2, favorisent la formation de ces plis (10, 12).

Contrairement au Bmp?2, les Shh exprimés largement par la notocorde dans la région
spinale proximale inhibent I’expression de Noggin et, de ce fait, répriment la formation des
plis dorsolatéraux (13). Une fois que les différents points d’articulation sont en place, la
plaque neurale pivote autour du point médian et, par convergence, autour des points

dorsolatéraux. La fermeture du tube neural se produit a certains sites spécifiques (Figure 4).

Les mécanismes cellulaires et moléculaires responsables de 1’adhésion et/ou de la

fusion des plis neuraux restent largement inconnus. Les cellules des deux plis neuraux entrent
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en contact sur la ligne médiane dorsale en s’approchant et se fusionnent en s’intercalant
(Figure 1) (14). 11 existe une succession d’événements bien documentée sur la fusion, y
compris celle du neuroépithélium, de I’ectoderme de surface, de la séparation du
neuroépithélium de 1’ectoderme de surface et de la séparation de 1’ectoderme fusionné du tube
neural, de la différenciation et de la migration des cellules des crétes neurales entre ces
structures ainsi qu’un remodelage approfondi de la matrice extracellulaire (15). Le contact
cellule-cellule est primordial pour initier la fermeture du tube neural. Durant le rapprochement
des plis neuraux, des protrusions cellulaires prennent forme a partir des cellules apicales, ce
qui permet la formation d’un contact cellulaire permanent (14)contrdlé pardes récepteurs
activés par les protéases (Protease Activated Receptors - PAR) Parl et Par2 et les récepteurs

des tyrosines-kinase Eph.

La succession des évenements morphogénétiques de la fermeture du tube neural
pendant la neurulation primaire a été bien étudiée chez la souris (Figure 4). Elle est entamée a
la limite entre le rhombencéphale et la région cervicale au stade de six somites (point de

fermeture 1) et progresse vers les régions du futur cerveau et les régions spinales.

Le cerveau se referme a deux points : un localisé a la jonction du prosencéphale avec le
mésencéphale (point de fermeture 2) et ’autre a I’extrémité rostrale du prosencéphale (point
de fermeture 3). Par la suite, la fermeture entre les points d’initiation 2 et 3 progresse autant du
coté antérieur que postérieur afin de compléter la neurulation cranienne tandis qu’au niveau
caudal la fermeture a partir du point 1 va se terminer par la fermeture du neuropore postérieur

marquant ainsi que 1’achévement de la neurulation primaire (16) (Figure 4).

Un quatriéme point de fermeture du tube neural a été identifié a I’extrémité postérieure
(17) (1989 Y. Sakai). Il existe une variation de la location des différents points de fermeture
d’une souche a I’autre (18). Un modéle de 5 points de fermeture a été proposé chez I’humain
(19, 20) et confirmé plus tard par le groupe Seller(20).Au niveau du mésencéphale (point 1),
prosencéphale (point 2), neuropore antérieur (point 3), mésencéphale (point 4) et le neuropore

postérieur (point 5) (figure 4).
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A. Souris B. Humain

Figure 4. Schéma des différents points d’initiation de fermeture du tube neural chez A) la

souris et B) I’humain.

1.2.1.2. Neurulation secondaire

5 eme 7eme

Directement apres la fermeture du tube neurale, entre la et la semaine de
développement embryonnaire chez I’humain, la neurulation secondaire commence. Cette
étape, par opposition a la neurulation primaire, porte sur le développement de la partie
terminale de la moelle épiniere. La ligne primitive, avant sa disparition, produit une structure
mésoblastique appelée éminence caudale. Cette structure canalisée est a 1’origine de la partie
caudale du tube neural ainsi que 1’¢longation de la moelle épiniere. Pendant que le tube neural
primaire acheve sa fermeture, le tube neural secondaire se forme par invagination caudale de
la plaque neurale. Cela va engendrer I’éminence caudale qui s’unit au canal neural apres sa

canalisation (21) (Figure 5).

C’est I’¢étape pendant laquelle le neuroectoderme et certaines cellules de 1’endoderme
donneront naissance a 1’extrémité caudale, les cellules du mésenchyme. Ces derniers vont
former le cordon médullaire (substance blanche a I’intérieur de la moelle épiniere) (4, 21). 11

renfermera plus tard les faisceaux de neurones moteurs et sensitifs descendants et ascendants.
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Le cordon initialement plein se creuse d'une lumiere, s'unit au canal neural et sera finalement
recouvert par le neuroépithélium (Figure 5). Cette canalisation marque la formation de la
queue chez les mammiferes (22). Bien que les neurulations primaire et secondaire aient une
morphogénese distincte, les deux se retrouvent sous le controle des mécanismes cellulaires et

moléculaires similaires (21)

Eminence caudale

iTJ«J@

Tube neural

Figure 5. Schéma représentatif des étapes de la neurulation secondaire. L’éminence caudale
subit un processus de canalisation et se lie au canal neural engendrant le tube neural

sacrocaudal.

1.3. Les Anomalies du tube neural (ATN)

1.3.1. Les différentes formes cliniques des ATN

Tout événement anormal qui survient durant les différents processus de fermeture du
tube neural est capable d’arréter la différenciation cellulaire de celui-ci. Il existe une
classification des ATN dépendamment si le tissu neural est exposé a I’extérieur (forme
ouverte) ou s’il est recouvert par la peau (forme fermée). Il existe a ce jour plusieurs modeles
de classification, mais le plus utilisé est celui proposé en 2003 par Rasmussen. Ce dernier tient

compte du type de lésion anatomique (23).
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1.3.1.1. Les ATN ouvertes

Les formes cliniques ouvertes des ATN sont celles les plus fréquentes. Dépendamment
de la région affectée au niveau du tube neural, on peut les subdiviser en deux principales

formes : craniale ou spinale.

1.3.1.1.1. Les ATN ouvertes craniales

L’anencéphalie résulte d’un défaut de fermeture du tube neural cranial au niveau du
point de fermeture 2 (Figure4). Cette déficience entraine 1’acranie, qui est aussi appelée
exencéphalie, car ’embryon affecté, s’il est avorté avant la naissance, serait retrouvé avec un
encéphale & I’extérieur de la boite cranienne (22). Etant donné que le tissu cérébral reste
exposé au liquide amniotique plus longtemps, il sera dégradé a la naissance et par conséquent
générera une anencéphalie (24). Les enfants nés avec cette malformation viennent au monde
avec un cervelet, un tronc cérébral et une moelle épiniere intacte, mais le crane est incomplet
et I’encéphale est absent (25). Cette condition est léthale et les enfants atteints n’arrivent pas a

survivre plus que quelques heures aprés I’accouchement (26).

Le céphalocele est un dommage sous forme d’une herniation au niveau du cerveau et
des méninges provoquée par un défaut de la volite cranienne. Le terme renferme plusieurs
aspects d’anomalies a savoir 1’encéphalocele et la méningocele craniale. Ces 1ésions sont
localisées au niveau occipital, pariétal ou antérieur de la téte et peuvent soit €tre visibles ou

cachées avec la peau (27).

Le craniorachischisis est la forme la plus grave et relativement la plus rare des ATN.
Elle se produit a la suite d’un échec de fermeture du tube neural sur toute sa longueur (26).
Plus précisément, le défaut a lieu au niveau du point de fermeture 1 (Figure 4) qui entrainera la
formation des plis neuraux normaux qui resteront éloignés les uns des autres, condamnant

ainsi leur fusion conforme (28).
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1.3.1.1.2. Les ATN ouvertes spinales ou les
myélodysraphies

Lamyéloméningocele est la forme clinique la plus fréquente des ATN spinales
douvertes. Elle est définie comme herniation des méninges, de la moelle épiniere et/ou des
nerfs hors de leur enveloppe osseuse naturelle. C’est le résultat d’une perturbation de la
neurulation primaire associée a un défaut osseux de la colonne vertébrale (26, 29). Le coté
dorsal du placode neural reste completement exposé a 1’extérieur. La gravité de cette anomalie

dépend des dommages nerveux et de sa localisation.

Lamyélocele a une fréquence plus rare que lamyéloméningocele et se distingue de
celle-ci par la non-expansion des espaces sous-arachnoidiens. Ce désordre affecte la bonne
position de la placode neurale qui n’arrive pas a dépasser le tissu cutané, restant alors

découverte.

1.3.1.2. Les ATN fermées

Distinctement aux ATN ouverts, les formes fermées possedent un tissu neural
recouvert par la peau. Leur classement en deux catégories est basé sur la présence ou non
d’une masse sous-cutanée. Les formes avec cette masse comprennent les lipomyeloschisis, les
lipomy¢loméningoceles, les méningoceles et les myélocystoceles, alors que celles qui n’ont
pas de masse sous-cutanée comprennent 1’agénésie sacrée, le sinus dermique, les

dysraphismes complexes (diast¢ématomyélie) et la dysgénésie spinale segmentaire.

1.3.1.2.1. ATN fermées avec une masse sous-cutanée

Lelipomyeloschisis : Les lipomes sont des malformations qui se produisent pendant le
déroulement de la neurulation primaire (30). Ils sont le résultat d’une disjonction focale du
neuroectoderme et I’ectoderme. Cela va engendrer ’accés du mésenchyme dans le tube neural
et par la suite, la formation d’un dépdt de tissu adipeux. Dans le cas des lipomyeloschisis, le
défaut se produit au niveau vertébral dorsal, plus souvent lombo-sacré couvert par un lipome

sous-cutané accompagné avec une fissuration dorsale de la moelle épiniere (31).
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Lalipomyéloméningocele est une sorte delipomyeloschisis pendant laquelle la
placode, 1’arachnoide, la dure-mere et la moelle subissent une herniation postérieure
provoquée par leur expansion hors limite anatomique du canal central. Souvent, le lien

existant entre la placode et le canal rachidien est rompu (32).

Laméningocele, comme la myéloméningocele, affecte la partie postérieure du tube
neural par une protubérance des méninges et en présence du tissu nerveux a travers les os de la
colonne vertébrale (22, 25). Cette anomalie est considérée mineure et majoritairement

asymptomatique (22).

La myélocystocele, trés rarement rencontrée, décrit une formation de kystes causés par

une dilatation de la partie caudale du canal central (33).

1.3.1.2.2. ATN fermées sans masse sous-cutanée

Lesinus dermique est unpetit sillon bordé par I’épithélium partant de la surface de la
peau et allant jusqu'a la colonne vertébrale. Il représente une sorte de communication entre les
téguments et la dure-mere ou la moelle épinicre et résulte d’un attachement anormal du tube
neural au derme. Il se manifeste souvent dans la région cervicale, occipitale et thoracique (34),

cependant, on peut le retrouver sur la ligne médiane a tous les niveaux de 1’axe neural. (30).

Diastématomyélie ou (split cord malformation : SCM) est une malformation
rachidienne rare qui se caractérise par la duplication, dans le plan sagittal, de la moelle
épiniere en deux hémimoelles. Ces dernieres sont séparées par un €peron osseux ou médian
fibreux. Il existe deux types de diastématomyélie dépendamment de I’emplacement des deux
hémimoelles. Le type I ou chacune d’elles se trouve dans un sac dural propre et le type II ou
elles sont placées dans un sac unique. Les SCM peuvent survenir de fagon isolée ou s’associer

a d’autres malformations squelettiques, médullaires ou encore a des téguments (35, 36)

L’agénésie sacrée. Elle représente un groupe de malformations congénitales rares des
segments inférieurs de la colonne vertébrale associé a des anomalies du rachis lombaire sus-
jacent, des paralysies des membres inférieurs, des troubles fonctionnels et des malformations

urogénitales et anorectales (37). Elle désigne un arrét partiel ou total du développement
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du sacrumlors de la vie embryonnaire et une agénésie des vertebres sacrées et coccygiennes
avec un raccourcissement du fémur. Son étiologie est hétérogene et elle est particulierement

fréquente en cas de diabete maternel (37).

Ladysgénésie  spinale segmentaire. La colonne  vertébrale lombaire
outhoracolombaire subit soit une agénésie ou une dysgénésie, accompagnée de défaut de
développement touchant de la moelle et les racines des nerfs spinaux sous-jacents. Les patients
souffrent de malformations congénitales des membres inférieurs ainsi que de certains cas de

paraplégie ou paraparésie (38).
1.3.2. Diagnostic des ATN

Le diagnostic prénatal des ATN est rendu possible grace au développement des tests de
dépistage offerts aux femmes enceintes incluant 1’échographie feetale, ’amniocentese et la

détection des marqueurs sériques maternels.

L’échographie feetale est une technique de dépistage qui fait appel aux ultrasons pour
permettre de visualiser les tissus et les organes. L’examen peut étre réalisé des le premier
trimestre, mais 1’évaluation optimale de la morphologie foetale n’est possible qu'au second
Séme

trimestre et de préférence vers la 1 semaine de gestation.

L'amniocenteése, ou le prélevement de liquide amniotique, peut &tre réalisé vers la
12°™ semaine de gestation, mais elle est favorisée entre la 14°™ et 16°™ semaine. Avec cette
technique, l'alpha-1 foetoprotéine sérique (AFP) ou I’acétylcholinestérase peuvent étre
détectables dans le liquide amniotique chez les femmes dont I’embryon présente une ATN
ouverte (22). Ces deux marqueurs sont secrétés dans le liquide amniotique qui est en contact

direct avec les différentes structures du tube neural en défaut de fermeture. (39, 40).

Les marqueurs sériques maternels sont des protéines en circulation chez la femme
enceinte et dont le dosage permet un dépistage efficace de certains types de pathologies
feetales en début de grossesse. L'efficacité de ce test est optimale s’il est jumelé simultanément
a I’échographie feetale. L'alpha-1 foeto protéine (AFP) représente 20% de ces protéines. Une

hausse du niveau de I'AFP dans le liquide amniotique s’exprime par filtration dans le sérum
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maternel et marque la présence d'une Iésion d’ouverture du tube neural chez I’embryon (39).
Aussi, ’homocystéine en augmentation peut étre considérée comme un facteur associé aux

ATN (41).
1.3.3. Etiologie

Les malformations du tube neural possedent une étiologie complexe et multifactorielle
impliquant a la fois des facteurs génétiques et environnementaux qui restent largement

inconnus (42).

1.3.3.1. Facteurs environnementaux

L’acide folique (ou vitamine Bg) représente le facteur environnemental le plus
fortement associé aux ATN. Avec son effet protecteur, il permet de prévenir jusqu'a 70 %
d’incidence d’ATN (43, 44). L’acide folique en forme active (dihydrofolique ou
tétrahydrofolique) se comporte comme accepteur de radicaux méthyl de certains acides aminés
(glycine, histidine et la serine) et donneur pour la synthese de la thymine, les purines (adénine
quanine) ainsi que la méthionine par I’intermédiaire de la vitamine B,. Ce processus, a travers
son role dans la méthylation d’ADN, est primordial pour la régulation de I’expression d’ADN,
de lipides et de protéines (43). Plusieurs études ont été menées concernant l'effet potentiel
ainsi que la fonction de l'acide folique, mais les mécanismes exacts qui expliquent comment
une carence en B9 peut causer des ATN restent inexpliqués (4). Des études extensives étaient
conduites sur les différents genes reliés a 1’acide folique incluant ceux qui affectent son
absorption, son transport ou son métabolisme et qui peuvent avoir un lien de causalité avec la

pathogenese des ATN.

La membrane placentaire contient des récepteurs spécifiques pour les folates et il a été
démontré que jusqu'a 70 % des femmes dont 1’enfant est affecté par les ATN produisent des
anticorps capables de se lier aux récepteurs des folates et donc d’empécher la liaison de ces
derniers. Dans ce cas, la supplémentation en acide folique pourrait avoir un effet bénéfique en
augmentant son apport intracellulaire par d’autres voies alternatives ou tout simplement par

compétition avec ces anticorps dans le but de restaurer 1’état normal (45). Cependant, une
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autre étude menée chez des patients irlandais n’avait identifié aucune association entre les
ATN et la présence d’un anticorps qui bloquerait la liaison des folates a leurs récepteurs (46).
Une autre étude s’est penchée sur le role des antagonistes des folates et leur effet tératogeéne
dans les ATN. Le fumonisin (agent antifongique) et la carbamazepine (médicament
anticonvulsivant) réduisent 1’apport intracellulaire en acide folique tandis que la carence en
vitamine B12 ainsi que 1’antibiotique trimethoprim préviennent son métabolisme (13, 47). En
parallele, un autre groupe a étudié le réle de ’homocystéine dans le développement des ATN
et a réussi a démontrer que la dérégulation du cycle de I’homocystéine représente un facteur

de risque pour développer une ATN (48).

Un groupe de recherche a testé¢ 1’effet de la prise de la vitamine 1’inositol sur
I’incidence des ATN chez les souris curly tail qui représentent un modele résistant a I’acide
folique. Ils ont trouvé que la myo-inositol est capable de réduire de facon significative cette
incidence chez ces souris et ils ont conclu qu’une possible supplémentation en inositol
combinée a ’acide folique pouvait empécher la grande majorité des ATN humaines (13, 49).
Il faut mentionner, principalement au niveau de la région caudale du tube neural, que le role de
I’inositol est de stimuler le cycle des lipides via la protéine kinase C (PKC) et de modifier
I’expression du récepteur de 1’acide rétinoique (AR). L’implication de ’AR dans les ATN a
été vérifiée par une étude chez les mémes souris mutantes et a démontrée 1’effet préventif de

cet acide (50, 51).

D’autres ¢éléments environnementaux comme I’acide valporique, I’obésité maternelle,
la cigarette et I’alcool ont été impliqués dans 1’étiologie des ATN (42, 53-55). Chez les
embryons de poulet,il a été prouvé que I’effet tératogene de 1’acide valporique (AVP) ou
(vitamine A) dans les ATN peut étre contré par ’acide folique (52). Aussi, un trouble dans la
régulation de la glycémie durant la grossesse ainsi qu’une hyperglycémie mal controlée de la
mere souffrant de diabete, peuvent étre a 1’origine d’un risque plus ¢élevé d’ATN (13). Cette
augmentation du risque est causée par une grande mortalité cellulaire au niveau du

neuroépithélium (283, 284).
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1.3.3.2. Facteurs génétiques

Les arguments en faveur de 1’existence d’un lien avec la base génétique augmentant le
risque d’ATN ont été largement documentés. La présence d’une composante génétique dans
I’origine de ces anomalies congénitales est fortement appuyée par leur association a des
anomalies chromosomiques les plus répandues comme ’aneuploidie et les trisomies 13 et 18
et leur présence dans de nombreux syndromes génétiques incluant Meckel-Gruber, Currario,
Bardet-Biedl, Von Voss cherstvoy et la sténose anale (28). Le risque de développer une ATN
pour une deuxieme grossesse des mémes parents est significativement plus élevé de 2 a 5 %,
soit de 10 a 50 fois plus élevé comparativement a la population en général (4, 18). Dans ces
cas familiaux, les probabilités d’un composant génétique fort sont grandes (56). Une étude
effectuée sur un groupe de famille a rapporté une distribution des ATN avec une antécédence
familiale de pres de 8.5 %. Dans cette répartition, peu de cas d’affection directe parent/enfants
étaient rapportés, contrairement aux générations des grands-parents/enfants ou les arrieres
grands-parents/parents qui présentent des ATN (18). L’héritabilité multigénique des ATN est
estimée a 60 % et implique plusieurs facteurs génétiques. L’identité, le nombre et la
contribution de ces geénes restent toujours inconnus (57). Les études impliquant la génétique
des ATN humaines se sont penchées sur les genes de la voie métabolique des folates et les

genes candidats identifiés chez des souris modeles des ATN.

1.3.3.2.1. Genes de la voie métabolique des folates
chez les ATN humains

Le taux élevé d'homocystéine dans le sang suite au polymorphisme ¢.677C>Trépertorié
dans le gene J5,10-méthylene-tétrahydrofolate réductases (MTHFR) est associé a des
malformations du tube neural (58, 59). MTHFR est considéré comme cofacteur de risque pour
les ATN (60) étant donné son rdle de régulateur des niveaux de folates qui servent a méthyler
I’homocystéine (270). En effet, dans le cycle de I’acide folique, la présence de flavine adénine
dinucléotide (FAD) et de MTHEFR catalysent la conversion du 5, 10-méthyleénetétrahydrofolate
en 5-méthyltétrahydrofolate (5-MeTHF). A part son role en tant que substrat de la MTHER, le

5,10-méthyleneTHF joue également un rdle dans la synthése du thymidylate et des purines par
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conversion de 5,10-méthyleneTHF en 5,10-méthénylTHF et 10 formylTHF. La perte de
I’unité monocarbone convertit ces folates substitués en THF, qui est finalement recyclé en
5,10-méthyleneTHF par la conversion de la sérine en glycine par la sérine
hydroxyméthyltransférase (SHMT). Ceci explique I’effet régulateur qu’exercent la MTHFR et
la méthionine synthase (MTR) pour diriger les folates réduits vers la reméthylation de

I’homocystéine (Hcy) en méthionine ou vers une synthése d’ADN et d’ARN (270).

Bien que que la souris mutante knockout pour Mthfr développe un taux élevé
d’homocystéine, elle n’a pas développé d’ATN méme en condition de manque d’acide folique
(62). Une autre mutation perte de fonction, c.1298A>C dans le géne MTHFR a été associée a
un risque plus élevé pour les ATN (61). Deux autres SNPs trouvés dans des genes reliés a
I’acide folique ont été susceptibles d’étre associés aux ATN, incluant la mutation ¢.2756A>G
un dans le gene METHIONINE SYNTHASE dont le role est de catalyser la réaction de transfert
vers 1’homocystéine du groupement méthyle du 5-MeTHF, générant ainsi le THF, Ia
méthionine (63) et la mutation c¢.66A>G dans le gene METHIONINE SYNTHETASE
REDUCTASE (64) impliqué, dépendamment de NADPH, dans I’activation de la méthionine
synthase. Des études respectives sur des souris transgéniques knockout (total ou partiel) sur
ces deux genes n’ont pas permis de démontrer une association aux ATN (66, 67).

Une étude récente effectuée sur une cohorte de 180 patients et 190 contrdles, visant 50 genes
en liaison avec le métabolisme des folates, a démontré une forte association entre les genes
Culbilin (CUBN) et tRNA Aspartic Acid Methyltransferase 1 (TRDMT1) et un faible risque
de spina bifida. Cet effet protecteur a été relié a un niveau élevé de vitamine B12 et de
folates des globules rouges. Aucune mutation faux-sens ou perte de fonction n’a été identifiée
(65). D’autres études sont nécessaires pour mieux définir la nature et I’ampleur de 1’interaction
entre les variantes des génes du cycle des folates et les facteurs nutritifs dans la modulation de

I’incidence et la pénétrance des phénotypes liés aux ATN.

1.3.3.2.2. Genes identifiés chez des souris modeles
des ATN

Compte tenu de leur similaritésur le point de vue neurulation avec I’humain, une

banque de données de plus de 240 souris mutantes qui présentent des phénotypes d’ATN a été
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générée a la suite de plusieurs ¢études d’importance remarquable afind’aboutir vers une
meilleure compréhension de ces malformations congénitales (68). De plus, les phénotypes de
ces animaux modeles couvrent pratiquement toutes les principales formes d’ATN chez
I’humain incluant la craniorachischisis, 1’anencéphalie et la spina bifida aperta (ou
myelomeningocele) (13). Cette richesse de résultats procurés des modeles murins a mené a
I’identification des différents facteurs qui influencent le développement du tube neural. Du
coté des protéines identifiées, avec un role dans les ATN, figurent celles de la transduction du
signal (Kinases Jun et la Kinase C riche), des protéines du cytosquelette (Palladin, Shroom,
Mena et Vinculin), des protéines de la différenciation neuronale (Paired box 3 et
Neurofibromine 1), des protéines avec un role dans 1’apoptose (les Kinases kB 1 et 2 et B cell
lymphoma/leukemia-10), des protéines du cycle cellulaire (régulateur de 1’Actine 4 et
Phosphatase) et des protéines d’interactions surface cellulaire/matrice extracellulaire
(Laminin) (13, 69-72). Du c6té des voies de signalisation impliquées dans les ATN chez la
souris, on trouve celle de Sonic hedgehod (Shh), Notch, les protéines morphogénétiques
osseuses (Bmp) et la voie de la polarité planaire cellulaire (PCP, voie non canonique du
Frizzled/Dishevelled) (74, 75). Cette derniere sera présentée plus en détail dans les sections

1.54et 1.6.

1.3.3.2.3. Etude de geénes homologues et/ou
orthologues, identifiés préalablement chez la souris,
chez les patients d’ATN

La grande similarité qui existe entre le génome de la souris et de ’humain ainsi que les
différents processus de neurulation chez ces deux organismes ont permis d’identifier, chez
I’humain, le role important des genes homologues et/ou orthologues de ceux déja identifiés
préalablement chez certaines souris mutantes en lien avec les ATN (311). La liste dans le
Tableau 1 résume ces genes candidats dérivés des études chez les animaux modeles et qui

étaient associés avec les ATN humaines.

Genes Résumé des résultats Références
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PAX-1 : identification d’une mutation | (291, 292)
faux-sens et une association
significative ~avec un marqueur
flanquant.

PAX : un facteur de PAX-3 : identification d’une délétion | (293, 294)

e . ., de 5-pb conduisant a un changement

transcription impliqué dans la
d dre de lect t haplot

spécification des structures ¢ cadre de fectre et un haplotype

L. R associé a un risque élevé d’ATN.

dérivées de la créte neurale.
PAX-7 : une association significative | (292)
avec un marqueur intronique.
PAX-8 : une association significative | (292)
avec un marqueur intronique.

NCAMI : une molécule | Une association significative avec un | (290)

d’adhésion des cellules | SNP intronique.

neuronales impliquées dans la

fusion du tube neural.

MSX2 : un facteur de | Identification d’une délétion d’un | (289)

transcription induit par I’acide | exon.

rétinoique durant la

neurulation.

PDGFRA : un récepteur alpha | Des combinaisons spécifiques | (295-297)

pour le facteur de croissance | d’haplotypes promoteursavec des

dérivé des plaquettes, un

mitogene puissant impliqué

dans la morphologie et la

preuves qui appuient une éventuelle

association
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migration cellulaire.

ALDHIA?2 : aldéhyde
déshydrogénase requis pour la
synthese de I’acide rétinoique
durant la structuration du tube

neural

Une association significative avec trois

SNPs.

(287)

CYP26A1: un enzyme de
cytochrome, P450, impliquée
dans le métabolisme de 1'acide
rétinoique au cours de la

structuration du tube neural

Identification d’une mutation qui

cause un décalage de cadre de lecture.

(287, 288)

PRKACA : une sous-unité

catalytique de la protéine
kinase A, régulatrice de la

signalisation SHH.

Identification d’une mutation faux-

sens

(298)

SLUG :

transcription impliqué dans la

facteur de

dorsalisation du tube neural.

Identification d’une mutation faux-
sens dans un cas affecté dont le pere et

non-affecté.

(299)

ZIC2 : facteur de transcription

régulateur de Dactivité de

SHH.

Identification une délétion d’un acide

aminé (alanine)

(304)

Tbox (Brachyury): facteur de
transcription essentiel pour la
formation du mésoderme et le

développement axial.

Identification d’une mutation dans
Pintron 7 et des évidences pour une

association.

(300, 301)
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VANGLI : gene de la voie PCP | Identification de trois rares et | (302,303, 306)
qui est impliqué dans la | nouvelles mutations faux-sens incluant
médiation de CE. une qui affecte ’'interaction avec un
autre membre de la voie PCP (DVL),
5 autres faux-sens mutations
identifiées dans une autre étude.
VANGL2 : gene de la voie PCP | Identification de 6 nouvelles et rares | (305)
impliqué dans la CE mutations faux-sens dans une cohorte
de patients ATN.
CELSRI : gene de la voie PCP | Identification d’une mutation | (306)
impliqué dans la CE tronquante et une délétion et 13
mutations faux sens dans une cohorte
de patients ATN.
SCRIB : gene de la voie PCP | Identification de 2 mutations faux- | (242)
impliqué dans la CE sens, une des deux influence la
localisation cellulaire de SCRIB
PRICKLEI : géne de la voie | Identification de 7 nouvelles et rares | (308)
PCP impliqué dans la CE mutations faux-sens dans une cohorte
de patients ATN.
FZ6 : récepteur a 7 domaines | 5 nouvelles mutations rares causant | (309)

transmembranaires pour la

signalisation Wnt, active la

PKC.

un changement de cadre de lecture,
trois mutations faux-sens ont été
identifiées dans FZ6 chez des patients

atteints d’ATN
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FUZZY : géne de la voie PCP | 5 mutations pathogéniques ont été | (310)
impliqué dans ciliogenése et le | identifiées dans wune cohorte de
mouvement directionnel des | patients ATN. Ces mutations
cellules. perturbent la ciliogenése et
Porientation des cils chez mus

musculus

Tableau 1 : Résume ces geénes candidats dérivés des études chez les animaux modeles et qui

étaient associés avec les ATN humaines.

Malgré ces études extensives des genes candidats dérivés de la souris modele jusqu'a

présent aucun gene majeur prédisposant aux ATN n’a été identifié.
1.4. Voies de signalisation Wnt

Les genes wingless ont €été associés des le début a leurs rOles dans
la morphogenese chez la mouche Drosophila melanogaster. Le nom de cette famille est
contracté de la combinaison des termes « wingless » (Wg) qui estle géne responsable de
I’apparition des ailes chez la drosophile et son homologue chez les vertébrés « integrated»
(76). Une fois liés a leur récepteur membranaire commun, Frizzled (Fz), les différents ligands
Wnt déclenchent diverses cascades de réponses intracellulaires. Au moins trois principales
voies de signalisation liées au Wnt/Fz ont été identifiées au cours des dernieres années : la
voie canonique dépendante de la B-caténine, la voie non canonique menant a la libération du

calcium intracellulaire et la voie non canonique de la polarité planaire cellulaire (PCP).
1.4.1. Les ligands Wnt

Wnt est une famille de facteurs de croissance hautement conservés, qui réunit
d’importantes glycoprotéines sécrétées et riches en cystéines d'environ 350 acides aminés. Elle
chapeaute le développement de tissus multicellulaires et coordonne ainsi le modelage des

organes chez les vertébrés (77). Les Wnt, en plus de contrdler la destinée des cellules souches
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au sein de plusieurs tissus, peuvent aussi jouer un role régénérateur dans les cellules adultes
(78, 79). Une dérégulation des processus de la signalisation Wnt cause des maladies humaines
telles que les anomalies osseuses, la malformation des membres et le cancer (80). Chez les
mammiferes, la famille Wnt regroupe 19 genes codants pour différents ligands WNT (81)

d’environ 40 kDa de poids moléculaire (82).

Les différents Wnt possédent des profils d’expression divers et uniques et assurent des
fonctions variables au cours du développement (83, 84). Par 1’action des protéines wntless
(wls) et evenness interrupted (evi), et apres avoir été palmitoylées par Porcupine dans le
réticulum endoplasmique, ces lipidessont sécrétés dans la matrice extracellulaire (85, 86).
Chez les mammiferes, il a été démontré que les protéines Wnt peuvent également agir en tant
que morphogene durant le processus de la gastrulation (87). La majorité des genes Wnt étaient
inactivés par des stratégies de ciblage chez la souris causant des phénotypes
développementaux plus ou moins séveéres et qui touchent principalement 1’axe antéro-
postérieur, les systémes urogénitaux et le développement du cerveau (88, 89). Il n’est pas
¢tonnant d’observer des redondances fonctionnelles vu le nombre élevé des génes Wnt. Par
exemple, la mutation nulle double de Wntl et Wnt3a, co-exprimée dans le tube neural dorsal
en développement, entraine des défauts importants au niveau de la créte neurale. Ces
phénotypes incluent une réduction de la formation des cellules de la créte neurale qui
proviennent du tube neural dorsal, un déficit marqué des dérivés de la créte neurale a la fois
dans le rhombencéphale et la moelle épiniere, et une réduction prononcée des précurseurs de
neurones dorso-latérales dans le tube neural lui-méme. Ces phénotypes étaient absents chez les

mutants simples (90).
1.4.2. La voie canonique Wnt/Fz

La signalisation par la voie canonique Wnt/Fz contrdle divers processus
morphogénétiques cruciaux pour les étapes de prolifération et de différenciation cellulaire,
spécification des axes embryonnaires et est aussi impliqués dans différentes pathologies
humaines, notamment dans les cancers. Dans cette voie, 1’¢élément déterminant est le facteur

de transcription B-caténine. En absence du signal Wnt, la B-caténine/Armadillo cytoplasmique
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se retrouve rapidement dégradée par un complexe de destruction formé d’axine/Conductin,
I’Adenomatous Poliposis Coli (APC) et du glycogene-synthase-kinase 3B (GSK3pB). Ce
dernier va d’abord se lier a la B-caténine, la phosphoryler en vue de son ubiquitination par le
complexe SCF (Skp, Cullin, F-box containing complex) et sa dégradation dans le protéasome
(97). Le niveau cytoplasmique et nucléaire bas de B-caténine réprime, par une action de
corépression sur les facteurs de transcription Lef/Tcf, les génes cibles de la voie canonique
Wnt/Fz (93) (Figure 6). La liaison directe des Wnt a un domaine CRD riche en cystéine de la
protéine Frizled(Fz) (91, 92) et son corécepteur low-density-lipoprotein-related protein
(Lrp5/6) déclenche la transduction du signal en induisant I’activation par phosphorylation de
la protéine Dishevelled (Dsh) et celle de Lrp6 qui, une fois phosphorylée, recrute 1’axine.
L’interaction Lrp6-axine ainsi que la phosphorylation de Dsh et son recrutement a la
membrane contribuent a la stabilisation de la B-caténine cytosolique. Cela, en inhibant la
formation du complexe (APC-Axin-glycogen synthase kinase 33 (GSK3 [3)) par la dégradation
consécutive de I’axine et I’inhibition de la GSK3f (93). La B-caténine accumulée est donc
transloquée dans le noyau et interagit avec des facteurs de transcription de la famille Lef/TcfF
(Lymphoid Enhancer-binding Factor/T-cell factor) pour activer I’expression de divers génes

cibles (94-96) (Figure 6).
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A) Voie inactive B) Voie active

wnt
LRP5/6 LRP5/6 e
/ G\““ Extracellulaire Extracellulaire

\\LULY
Frizzled
Cytoplasme Cytoplasme

Figure 6. Diagramme représentatif du mécanisme de la voie de signalisation canonique
(Wnt/B-caténine). A) En absence de Wnt, la voie est inactive, un complexe protéique se forme
et phosphoryle la B-caténine dans le but de la dégrader ensuite par protéasome, par conséquent
les genes cibles ne seront pas transcrits. B) Une foisque le ligand Wnt est lié, le complexe

protéique de dégradation de la B-caténine est inhibé et la voie est activé.

Connaissant que I’implication de la voie de signalisation Wnt/B-caténine touche de
nombreux mécanismes importants, un déreglement de celle-ci peut générer des maladies de
gravités variables. En fait, une mutation dans le gene APC cause, par une sur-activation de la
voie canonique, des cas sporadiques du cancer du colon (98). Egalement, des cas de patients
avec un transgene oncogénique de la B-caténine manifestent une tumeur des follicules des
cheveux (99). Récemment, une étude a démontré qu’une dérégulation dans la voie canonique
peut étre associée a la leucémie sans I’identification d’une mutation de cette voie en liaison

avec cette maladie (100). La régénération osseuse dépend largement des ostéoblastes. Ces
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derniers présentent des défauts chez des patients avec des mutations de gains de fonction de
LRPS5. Cet effet sur le systeme osseux a été confirmé chez un modele de souris knockout pour
Lrp5 qui développeune diminution de la prolifération et de la maturation des os (101). Les
souris mutantes knockout pour Tcf4 montrent une absence des cryptes qui sontdes glandes
exocrines qui font partie de ’intestin et qui sont nécessaires pour la sécrétion d’enzymes

(102). Le méme phénotype a été observé chez des souris ou le Dkk/ est inhibé (103).

1.4.2.1. Les récepteurs Frizzled et corécepteurs Lrp5 et
Lrp6

Le récepteur commun pour les différentes voies de signalisation Wnt est Frizzled (Fz).
Chez I’homme, 10 protéines FRIZZLED (FZ) ont été identifiées (FZ1 a FZ10) (104). Les FZ
sont des récepteurs a sept domaines transmembranaires de la famille des GPCR (G-Protein-
Coupled Receptors). Leurs interactions avec les ligands se font a travers leurs parties N-
terminales extracellulaires riches en cystéine, CRD (Cysteine Rich Domain). Des mutations
chez Fz se présentent sous divers phénotypes, y compris certains défauts du systeme nerveux
central incluant des défauts axonaux au niveau du prosencéphale, un dysfonctionnement
progressive du cervelet et du systeme auditif, des défauts dans 1’hippocampe et I’apprentissage
visuel-spatiale. (112). Les corécepteurs Lrp5 et Lrp6, qui font partie de la superfamille des «
Low-density-lipoprotein receptor-related proteins », sont d’'une importance centrale dans la
transduction du signal Wnt. Avec un seul domaine transmembranaire et des propriétés
biochimiques tres similaires, ces protéines sont dans la plupart du temps coexprimées au cours

la vie (113). Lrp5 et Lrp6 seront discutés en détail dans la Section 1.7.
1.4.2.2. Les modulateurs la voie canonique Wnt/Fz

Plusieurs membres régulateurs de la signalisation canonique Wnt/Fz ont été identifiés.
Des modulateurs, comme Ryk, sont des récepteurs pour le Wnt et tyrosine kinase (Rtk), a un
seul domaine transmembranaire. Egalement, Ror2 qui est une autre Rtk qui actionne la liaison
des Wnt avec le domaine CRD de Fz (91, 104). Les trobospondines(R-spondin) sont capables
de se lier directement avec les régions extracellulaires de Fz8 et Lrp6 pour activer la voie de

signalisation Wnt/B-caténine (106). Les Sost sont des protéines antagonistes de la voie
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canonique qui se lient au Lrp5/6 (107). La protéine transmembranaire Kremen (Km) permet de
lier Dkk1 (108) qui est un inhibiteur direct de la voie de signalisation canonique (109). Norrin
est un autre activateur de la voie par son interaction avec Fz4 et Lrp5 (110) et finalement les
protéines Sfrp (secreted Frizzled-related Proteins) figurent aussi parmi ceux qui inhibent la

voie canonique en liant le domaine CRD de Fz (111).
1.4.3. La voie non-canonique Wnt/Calcium

Les ligands Wnt peuvent influencer la variation du calcium intracellulaire a travers la
voie Wnt/Calcium quiest considérée comme une voie alternative de la signalisation Wnt/Fz
(figure 7). Cette voie a été essentiellement décrite via le récepteur Rfz2 (rat) et Xwnt5SA
(xénope). Ces deux protéines, une fois exprimées dans des embryons de poisson zébré,
accroissent la libération du calcium par I’intermédiaire des phosphatidylinositols (114). Aussi,
ce relargage de calcium semble nécessiter 1’expression paralléle du gene Dvl ainsi que
I’activité des sous-unités a et By des protéines G. La voie des phosphatidylinositols est sous le
controle de la phospholipase C (PLC) qui est décisive pour le fonctionnement de la voie
Wnt/Ca++. En effet, ce dernier dégrade le phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PinsP2) en
diacylglycérol (DAG). Lors de sa liaison sur le récepteur du réticulum endoplasmique, 1’InsP3
amorce la libération du calcium au niveau du cytoplasme. Dépendamment du taux de calcium
libéré dans la cellule, le DAG va activer la PKC (115, 116) qui va, par la suite, agir sur le
cytosquelette. En effet, une étude a démontré que le complexe cdc42/Par6/PKC permet la
réorganisation du cytosquelette des microtubules en collaboration avec la voie canonique
(271). L’augmentation calcique active également la CAMKII (Ca++/Calmodulin dependent
protein kinase II) et la calmoduline (117-119). En aval, la voie Wnt/Ca++ va essentiellement
activer, par phosphorylation a la calcineurine, le facteur de transcription NF-AT (Nuclear
factor of activated t-cells) (120) qui est impliqué dans la réponse immunitaire. Il permet, entre
autre, I’expression d'interleukine 2 induisant ainsi la réponse immunitaire cellulaire ou la
Lipocaline 2 pour moduler la migration cellulaire, le faire entrerdans le noyau et accroitre son

affinité pour I’ADN (121) (figure 7).
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Figure 7. Diagramme du mécanisme de la voie de signalisation Wnt/Calcium.

La voie Wnt/Ca2+ implique plusieurs protéines sensibles au taux de calcium intracellulaire.
Le calcium est libéré a partir du réticulum endoplasmique grace a I’inositol triphosphate.
Finalement, le facteur de transcription NFAT est activé, entralnant I’expression de geénes
cibles. En parallele, la protéine kinase C peut aussi €tre activée, agissant au niveau du

cytosquelette.
1.4.4. La voie non-canonique du Fz/Dvl

La voie non-canonique de Fz/Dvl régule le processus de la polarité planaire cellulaire

(PCP). Cette derniere représente la polarité cellulaire dans le plan d’un épithélium, par
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comparaison a une polarisation selon un axe apicobasal dans chaque cellule. Cette voie a été
étudiée en détail pour la premicre fois chez la drosophile ou elle contréle I’orientation
uniforme de certaines structures comme celles des ommatidies, des soies abdominales et des

poils des ailes adultes.

Un groupe de genes centraux de la voie PCP a été identifié incluant : 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 9).
L’établissement ainsi que la propagation des signaux polarisant dans les tissus nécessitent des
interactions bien définies entre ces protéines dans le but de former des complexes multi-
protéiques. Ces derniers sont distribués, au niveau sous-cellulaire, d’'une fagon complexe et
bien précise afin d’assurer une polarité planaire cellulaire adéquate. La signalisation PCP est
amorcée par la liaison du ligand Wnt sur le récepteur Fz a 7 domaines transmembranaires.
Celui-ci possede une distribution membranaire asymétrique plus concentrée au niveau apical
des interfaces proximo-distales cellulaires. Cette asymétrie dépend étroitement de I’activité de
Dsh, Vang/Stbm, Stan/Fmi et Pk (233). Fz recrute Dsh a la membrane cellulaire de maniere a
créer une distribution asymétrique particuliere. Il est concentré a la membrane distale et est en
faible concentration sur la membrane antéro-postérieure et dans le cytoplasme (312, 313). La
protéine membranaire Stbm est localisée du c6té proximal, dans la partie des jonctions
adhérentes des cellules de I’aile nymphale chez la drosophile. Il a été démontré que Stbm est
capable d’interagir directement avec Dsh, Dgo et Pk (315). Cette interaction permet de
recruter Pk a la membrane proximale (315). Celui-ci interagit également avec Dsh et Dgo
(316). De sont coté, Dgo, qui est une protéine a domaines d’ankyrine, interagit directement
avec Pk et Stbm. Elle est impliquée, avec ces deux protéines, dans le maintien d’une
distribution apicale de Fmi, qui controle et assure le maintien, au niveau membranaire, du
complexe initial des protéines de la PCP. Cela facilitera leurs interactions ultérieures dans la
signalisation (317). En effet, Fmi, qui est unrécepteur a sept domaines transmembranaires, fait
partie de la superfamille des cadhérines et est localisé en grande partie du coté proximal et
distal des cellules. Cette distribution est altérée a la suite de 1’absence ou du
disfonctionnement de Fz ou Dsh (314). Fmi est responsable du positionnement apical de Fz

(233). Dgo et Fmi sont distribuées de fagon semblable et Fmi est nécessaire pour cette

45



distribution (318). L’ensemble des interactions sont schématisés dans la Figure 8. Le résultat
de ces différentes interactions est la création d’une asymétrie moléculaire qui détermine un
alignement cellulaire avoisinant (319). Fmi, Fz, Dsh et Dgo se regroupent du coté distal de la
cellule parallelement avec un autre groupe formé de Fmi, Vang et Pk au niveau proximal. Les
deux regroupements communiquent entre eux a travers Vang, qui est proximale par rapport
aux cellules avoisinantes (320). D’autres travaux ont suggéré que c’est le positionnement de
Fmi aux deux poles cellulaires qui lui permet de former des liaisons homophiliques et de
réguler 1’asymétrie cellulaire des complexes multiprotéiques (321). Des résultats appuient
I’idée que ces deux modéles d’interaction fonctionnent en paralléle pour la transduction du

signal de polarité entre les cellules.
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Figure 8. Schéma représentatif desprotéines centrales de la voie de signalisation PCP ainsi

que les diverses interactions qui s’y établissent.

Méme si la voie non-canonique est encore mal étudiée, les molécules impliquées dans
ses mécanismes sont restés bien conservées au cours de I’évolution. Cette conservation touche
donc les protéines et leurs mécanismes, qui régulent cette polarité planaire cellulaire,
essentiellement dans le casdu récepteur Frizzled (Fz). Cela a été démontré par de nombreuses

études chez les vertébrés et chez la drosophile. L’identification de I’ensemble des régulateurs

46



de la voie PCP n’est certainement pas complétée, par contre, leurs buts communs sont
I’administration et la finalisation du cytosquelette d’actine et de tubuline. Les molécules qui
régissent la PCP sont polarisées et régulierement localisées du coté apical des cellules
épithéliales, au niveau des jonctions adhérentes. Ce qui leur permet d’étre en colocalisation
avec les différentes protéines de la polarité apico-basale. Cela implique une possible

coopération entre ces formations afin d’établir une bonne polarité planaire.

L’activation de la voie non-canonique ne nécessite pas la présence du co-récepteur
Lrp5/6 et ne dépend pas de la B-caténine. Elle est instaurée par 1’interaction directe de Wnt/Fz
qui permet le recrutement de DVL sur lequel se lie la protéine adaptatrice Daaml
(Dishevelled-associated activator of morphogenesis) (123), qui se retrouve par la suite,
structurellement modifiée et activée (124, 125). Ce complexe, une fois formé, lie la protéine
GTPase RHO-A, qui joue un role central dans la régulation du cytosquelette et de 1’expression
des genes. Cette derniere peut se présenter sous deux différentes formes, soit active en se liant
au GTP ou inactive en se liant au GDP (126, 127). Le complexe Dvl/Daam1 active donc RhoA
viale recrutement d’un facteur d’échange de guanine, le Wgef (Weak similarity guanine
nucleotide exchange factor). La forme active de RhoA (Rho-GTP) va stimuler la kinase Rock1
(Rho-associated coiled-coil-containing protein kinase) qui va déclencher la phosphorylation de
la kinase LIM. Celle-ci va aussi phosphoryler et inactiver la cofiline dont la caractéristique est
la dépolymérisation de I’actine (128). Cette succession d’événements permet a la voie

Wnt/Dvl /RhoA de contrdler la motilité cellulaire en agissant sur le cytosquelette (figure 9).

La cascade de la JNK (c-Jun NH2-terminal kinase), une deuxieme dans la voie de
signalisation PCP, aussi appelée Sapkl (Stress-activated protein kinase), peut également &étre
activée par Dvl. JNK est une sérine-thréonine kinase qui appartient a la famille des Mapk
(Mitogen activated protein kinases). L’activation directe (129), ou par ’intermédiaire de la
GTPase Rac (130) de la JNK, permet a celle-ci de phosphoryler et de stimuler directement les
facteurs de transcription c-Jun et Atf2 (131). Ces événements agissent sur la régulation de la
stabilité¢ des microtubules, touchant ainsi le cytosquelette (132). Aussi et de facon dépendante

de Dvl et de Rac, I’interaction Wnt5A/Ror2 peut également activer la JNK(133) (figure 9).
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Figure 9. Diagramme du mécanisme de la voie de signalisation de la polarité planaire
cellulaire (PCP). La voie PCP possede deux branches principales : la cascade JNK et la
cascade des protéines Rho. La premicre induit I’expression de génes via le facteur de

transcription c-jun. La seconde agit sur la régulation du cytosquelette.
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1.5. La polarité planaire cellulaire (PCP) chez les
vertébrés

La signalisation de la voie non-canonique (PCP) régule plusieurs processus cellulaires
nécessaires pour le bon développement embryonnaire chez les vertébrés, notamment
I’extension convergence durant la gastrulation et la neurulation, I’orientation des cils dans

’oreille interne, la guidance axonale, la mitose, la ciliogenése et la polarite apicobasale.

Bien que les principales molécules qui sont impliquées dans la signalisation PCP soient
trés bien conservés a travers 1’évolution, que ce soit de la drosophile jusqu’aux mammiferes
(329), il existe certains genes chez les vertébrés faisant partie de la voie PCP et qui n’ont pas
d’orthologues chez la drosophile (330). Ces genes incluent Scribblel, protéine tyrosine kinase
7 (PTK7) et Sec24b ainsi que les genes Wt (155). Scribblel est impliqué dans la polarité
apico-basale de différents tissus comme 1’épithélium intestinal (331). Ptk7 code pour une
tyrosine kinase inactive, PTK7, qui active la voie non-canonique et en méme temps, inhibe la
voie Wnt/canonique. Elle est impliquée dans plusieurs processus comme 1'adhésion, la polarité
et la migration cellulaire ainsi que dans la prolifération, la réorganisation du cytosquelette
d'actine et dans l'apoptose (328). Sec24b code pour une protéine composante de « coat protein
II » (COPII) qui interagit génétiquement avec les genes de la voie PCP et qui intervient dans le
transport des protéines du réticulum endoplasmique vers la membrane (174). Les ligands Wnt

seront abordés en détail dans la section 1.5.1

1.5.1. La PCP et D’extension convergence durant la
gastrulation et la neurulation

Chez les vertébrés, la voie PCP autorise et régit le mouvement de convergence
extension (122). Ce mouvement est requis pour I’étape de la gastrulation, durant laquelle un
troisieme feuillet, le mésoderme, prend forme, migre et s’insére entre l’ectoderme et
I’endoderme et est nécessaire pour la formation du tube neural tel que déja décrit dans la

Section précédente 1.3.1

49



Les bords latéraux forment les bourrelets neuraux qui se souleévent en produisant une
courbure de la plaque neurale.llsse fusionnent et se propagent vers les régions antérieures et
postérieures de la neurula. Le tube neural va donc se fermer progressivement et se différentier.
Il a été démontré que le dynamisme du fusionnement des plis neuraux devient d’avantage
difficile avec une plaque neurale plus large que d’habitude causant ainsi un échec de fermeture
du tube neural (13). La souris looptail (Lp) a été le premier modele a impliquer le phénomene
d’extension convergence et la voie PCP dans la pathogenese des ATN (141, 142). En effet, les
souris Lp hétérozygotes présentent une queue en forme de boucle (loop tail), tandis que les
homozygotes souffrent de la craniorachischisis ou encore le tube neural reste ouvert tout au
long de la moelle épiniere. Le rdle de la CE a été évalué chez des embryons de souris Lp. Cela
par le marquage de leur ligne médiane pour le gene Vangl2 et en injectant la sonde
moléculaire Dil dans le nceud et I'électroporation d'un vecteur d'expression GFP dans la plaque
neurale. Les souris homozygotes présentaient une CE défectueuse au niveau du mésoderme
axial et neuro-épithélium. Ce défaut est caractérisé par une large ligne médiane et des plis

neuraux tres espacés qui empéchaient le début de la neurulation (143).

Grace aux travaux menés sur la souris Loop-tail (Lp), il a été possible, pour la premicre
fois, d’impliquer le géne Vangl2 et la voie PCP dans la pathogénese moléculaire des ATN
(141, 142). Plus tard, plusieurs études génétiques sur les autres souris mutantes, ayant un
phénotype identique au craniorachischisis de la souris Lp, ont impliqué d’autres genes de la
voie PCP dans la causation de cette anomalie et ont confirmé son role essentiel dans la
neurulation. Les souris mutantes, au niveau des genes de la voie PCP, incluent le Circletail
(mutante de Scribblel), les Crash et Spin cycle (mutantes de Celsrl), le knock-out de Ptk7
(Protein tyrosine kinase) et les doubles knock-out de Fz3/6, DviI/2, DvI2/3 ainsi que les
doubles hétérozygotes Vangl2:Scrib et Vangl2:Dvl3 (47, 144). En plus de la
craniorachischisis, quelques mutantes présentaient une exencéphalie (double knock-out de
Vangl2 avec la glycoprotéine Cthrcl (Collagen triple helix repeat containingl) qui est un
cofacteur des ligands Wnt qui active sélectivement la voie PCP) (145) et la spina bifida
(doubles hétérozygotes de Vangl2 et Ptk7) (146). Ces études illustrent fortement le role
important de la PCP dans le mécanisme complexe de la neurulation et dans la pathogenese de

plusieurs formes d’ATN.
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1.5.2. La PCP et Dorientation des cils dans D’oreille
interne

L’oreille interne, notamment 1’organe de Corti, est jugée comme I’un des mod¢les, par
excellence, pour I’établissement et I’étude de la polarité planaire cellulaire chez les
mammiferes (147). En effet, cet organe a été décrit pour la premiere fois par Alfonso en 1851
(285). 1I représente un organe sensoriel de 1’audition qui renferme des cellules sensorielles,

des cellules neuroépitheliales ciliées et des cellules de soutien (279-281).

Les cellules ciliées sont classées en deux catégories : les cellules ciliées externes
(CCE), qui sont disposées en trois rangées et les cellules ciliées internes (CCI), qui se
répartissent sur une seule rangée (Figure 10). Les cellules ciliées sont appelées ainsi suite a la
présence de stéréocils sur leur surface apicale. Jusqu'a présent, leur détérioration est
irréversible et compromet alors 1’audition de certaines fréquences sonores. Les stéréocils des
cellules ciliées, constitués essentiellement de filaments d’actine, possédent une répartition au
niveau du pdle apical des cellules hautement conservées. Leur développement est en étroite
liaison avec la polarité du kinocil, celui-ci est le seul “vrai” cil fait de microtubules organisés
en “V” sur la cellule ciliée interne (Figure 10). L’ensemble de ces cellules présente une
polarité apico-basale ainsi qu’une polarité planaire cellulaire. Les cellules ciliées en forme de
touffes de cils, dont le rdle est mécano-sensorielle dans 1’organe de Corti, possedent les
propriétés de cellules épithéliales ainsi que les caractéristiques de cellules neuronales. Le
positionnement de ces cellules est de telle facon a présenter une polarité pointant vers la
périphérie de la cochlée (148). Cette polarisation est régulée par la voie de signalisation PCP.
Des études des souris looptail et circletail ont permis de mettre en évidence les différents cas
de désorientations de cette polarité. En effet, ces modeles animaux présentent un défaut dans
I’orientation des touffes ciliaires des cellules ciliées de 1’organe de Corti selon I’axe proximo-

distal.
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Figure 10 : Micrographies électroniques a balayage des cellules ciliées internes (IHC) et

externes (OHC). Tirée de : http://dx.doi.org/10.3342/kjorl-hns.2011.54.7.445

Etant donné que le génome chez les mammiferes affiche une redondance et une
complexité beaucoup plus grande que chez la drosophile, il est parfois indispensable de muter
plusieurs génes de la méme famille dans le but d’observer un phénotype dans I’oreille interne.
Par exemple comme dans le casdes genes Dishevelled 1/2 ou Dishevelled 2/3 (149-151) et des
genes Frizzled 3/6 (152). Le tableau 2 résume les geénes identifiés et qui présentent un
phénotype PCP dans ’oreille interne. Contrairement a la drosophile, les principales protéines
de la voie PCP mises en évidence chez les mammiferes affichent une distribution asymétrique
dans D’oreille interne. En effet, Vangl2, Fz3 et Fz6 sont bien localisées du méme co6té a

I’opposé de ce qui est bien décrit chez la drosophile (152, 153).

Drosophile Mammifere Références
Strabismus/Vangl2 Vangll, Vangl2 (Looptail (Lp)) (153, 155-157)
Dishevelled Dishevelled 1-3 (149-151, 159)
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Prickle Prickle 1-2 (160, 161)
Frizzled Frizzled 3-6 (152, 154)
Diego Diversin (159)
Flamingo/Starry night Celsr1-3 (Spin sycle (Scy), (Crasher (Crsh)) (156, 162-165)
Offtrack Ptk7 (146)
Scribble Scribblel (Circle-tail (Crc)) (155, 167)
Wnt WntSa, Wnt7a (168-170)
Ror2 (145)
Fat Fat 1-4 (172)
Sec24b (Krabbel) (173,174)
Smurf1/2 (171)
Chuzhoi (Chuzhoi (Chz)) (166)
Polaris Ift88 (158)
Kif3a (158)

Tableau 2 : Résumédes genes identifiés et qui présentent un phénotype PCP dans I’oreille

interne.
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1.5.3. La PCP et la guidance axonale

Durant le développement des circuits neuronaux, les axones en croissance se dirigent
vers des cellules cibles, en réponse a des signaux de guidage attractives et répulsives. Un des
modeles de guidage axonal le plus étudié est celui des axones commissuraux situés dans le
tube neural. Chez les vertébrés, ces axones, apres avoir traversé la ligne médiane, se retrouvent
attirés par Wnts. Ces Wnt sont exprimés selon un gradient antéro-postérieur (haut-bas) le long
du tube neural et se lient au récepteur Frizzled3 (341) (Figure 11). Deux études publiées en
2003 ont convergés avec des découvertes surprenantes qui démontrent que les morphogenes
de la famille des Wnt sont des molécules de la guidance axonale conservées (341, 342). Chez
la drosophile, les axones commissuraux traversent la ligne médiane seulement du coté
antérieure a cause de la fonction répulsif de WntSa qui est hautement exprimé au niveau
postérieur (342). Cette étude a amorcé d’autres recherches qui se sont concentrées sur le role
de la signalisation Wnt dans le mécanisme de la guidance axonale. En 2005, une autre
composante de la voie PCP, Celsr3, a affiché une activité similaire a celle de Fz3 (343).
Récemment, davantage d’études ont commencé a révéler une possible implication des genes
PCP dans la guidance axonale médiée par Wnt. En effet, le complexe PKC/Par3/Par6 a été
associé a la régulation du parcours antérieur des axones commissuraux (344). Deux groupes
ont montré un rodle directe des genes de la voie PCP, Frizzled3, Ceslr3 et Vangl2 dans
I’orientation antério-postérieur des axones sérotoninergiques et dopaminergiques du tronc
cérébral et des axones commissuraux du tube neural (345, 346) (Figure 11). L’implication des
genes PCP semble étre conservé exceptionnellement, du fait que chez la drosophile, les genes
frizzled (fz), strabismus (stbm), flamingo (fmi), disheveled (dsh) et prickle (pk) ont été
démontrés comme étant coopérativement requis pour le ciblage axonal, la ramification des
corps neuronales et pour favoriser les axones sensoriels (347, 348). Ces découvertes ont donné
un apercu du développement du cerveau et ont permisd’identifier les éléments qui peuvent

expliquer certains défauts du circuit du systeme nerveux.
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Figure 11 : Représentation des évidences du role de la signalisation PCP dans la guidance
axonale. Réponse des axones commissuraux aux signaux des genes PCP lorsd’un guidage

apres la traversée de la ligne médiane. Adapté de (Zou Y 2012) (349)

1.5.4. La PCP et la mitose

La mitose représente une étape bien particuliere du cycle de vie des cellules (cycle
cellulaire), avec des mécanismes qui sont trés semblables chez la plupart des organismes.
Pendant la gastrulation chez le poisson zébré, dont 1’axe de développement est orienté¢ de
facon medio-latéral, la division cellulaire au niveau de 1’épiblaste dorsal est normalement
orientée vers I’axe animal-végétal. Le mécanisme régulateur de cette étape, qui est conservé
chez différentes especes (175), est sous la dépendance du complexe Fz/Dsh de la voie PCP.
Une étude a démontré que I’établissement d’une bonne orientation du fuseau mitotique
définira, par conséquent, une division cellulaire adéquate nécessitant une stabilité appropriée

de la voie de signalisation PCP (175).

55



1.5.5. La PCP et la ciliogenése

La ciliogenese définit les étapes et le mécanisme de construction des cils au cours du
cycle cellulaire. Elle se produit dans un ordre d'étapes bien précis (327). Pour commencer, la
migration de corps basal de centrioles se fait vers la surface de la cellule pour s’attacher au
cortex. Pendant cette migration, ces corps basaux s’attachent a des vésicules membranaires
pour former un complexe qui va se fusionner avec la membrane plasmique de la cellule pour
former les cils. L'alignement des nouveaux cils est déterminé par la position originale et
l'orientation des corps basaux. Une fois que l'alignement est déterminé, les microtubules
axonémales s'étendent a partir du corps basal en dessous de la membrane ciliaire en

développement, en formant les cils (326).

Les premieres preuves qui suggerent qu’il y aurait une connexion moléculaire entre la
PCP et la ciliogenése proviennent d’études qui cibleraient la protéine ciliaire Inversin. Le
contexte d’étude de cette protéine porte sur la fonction des cils et les mutations des genes qui
causent la cystique rénale chez ’humain (176). En effet, dans cette étude, il a été démontré
que Inversin (INVS) est le gene muté qui cause la cystique rénale chez I’humain avec
I’identification de 7 mutations tronquantes.Ce gene code pour la protéine Inversin qui présente
une interaction moléculaire avec nephrocystin et B-tubulin qui est une composante principale
dans la ciliogenése. Ils ont aussi démontré une colocalisation d’inversin, de nephrocystin et de
B-tubulin au niveau des cils primaires. Chez le poisson z¢ébré, 1I’annulation de /nvs cause des

phénotypes de la cystique rénale.

Le lien entre la signalisation PCP et certaines protéines impliquées dans la ciliogenése
a été supporté par plusieurs études qui montrent que les protéines Vangl2 et Dvl de la voie
PCP sont localisées a, ou tres prés, de la base des cils dans les cellules chez les vertébrés (177,
178). Le fait que les protéines de la voie PCP interagissent physiquement et fonctionnellement
avec Inversin a suggéré la possibilité que les signaux PCP puissent régir la ciliogenése. Une
étude récente sur les protéines effectrices de PCP, Inturned et Fuzzy, soutient cette idée. Des
expériences d'imagerie ont révélé que les protéines Inturned et Fuzzy sont essentielles pour la

ciliogenése normale dans le tube neural ainsi que dans d'autres épithéliums ciliés (178).
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Ces résultats impliquent la signalisation PCP dans la ciliogenése, toutefois, malgré
toutes ces études, le mécanisme de cette implication n'est pas encore bien clair. Les cils sont
des protrusions cellulaires a base de microtubules et la signalisation PCP est généralement
impliquée dans le contrdle du cytosquelette d’actine. En effet, Dvl, la protéine qui est liée et
régulée par Inversin, (179) interagit également physiquement et fonctionnellement avec la
protéine Formin (Daam1) (180). Formin initie directement la formation des filaments d'actine
(181). En l'occurrence, les filaments d'actine sont nécessaires pour le bon positionnement des
corps basaux ciliaires et dans les cellules ou le cytosquelette d'actine a été perturbé (cils intra-
cellulaire formés) (182-184). Une situation similaire a été observée, en absence des effecteurs
PCP (Inturned or Fuzzy), chez les cellules ciliées ou I’actine manque de s’accumuler au
niveau apical etou les masses de microtubules allongées se retrouvent rassemblées a 1'intérieur
(178). Ces résultats suggerent que les signaux de la voie PCP sont nécessaires pour la
régulation du réseau d'actine qui positionne les corps basaux ciliaires. Cette interprétation aide
a mieux comprendre la signalisation PCP dans d'autres contextes. Par exemple, I'assemblage
polaris€ des microtubules, qui constituent la partie axiale et motrice des cils (322), est
indispensable pour I’établissement de la polarit¢ planaire (185, 186). Les microtubules
polarisés se sont révélées capables de médier le transport dirigé des composants de PCP tels
que Frizzled (187). Des récents rapports indiquent que Dvl peut influencer la stabilité des
microtubules (188, 189). Ces données appuient le role de la voie de signalisation PCP dans le

phénomene de ciliogenése.
1.5.6. La voie PCP et la polarité apico-basale

La polarité apico-basale dans un épithélium correspond a une polarit€é qui va
déterminer deux régions divergentes de la cellule, la région apicale et la région baso-latérale,
séparées par les jonctions serrées qui préviennent la diffusion des facteurs d’une région vers
I’autre. Ces régions sont composées de protéines disctinctes leur donnant des propriétés
différentes. Trois principaux complexes de polarité impliqués dans la polarité apico-basale des
cellules épithéliales ont été définis et décrits pour la premiere fois chez la drosophile : le
complexe Crumbs (Crb)/PALS1 (Stardust (Sdt))/PATIJ, Par3/Par6/aPKC) et Scribblel/Lethal
Giant Larvae (LGL)/Discs large (Dlg) (323). Le complexe PAR inclut Par3 (Bazooka), Par6
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(une protéine a domaine PDZ) ainsi que de la protéine kinase C atypique (aPKC), une kinase
serine/thréonine. Ces protéines sont conservées chez le vertébré. Le recrutement de ce
complexe au niveau de la membrane latérale représente la premicre étape dans I’établissement
de la polarité apico-basale dans les épithéliums de la drosophile. Cette polarité est perdue si
I’un de ces trois genes est muté. Le complexe CRUMBS est constitué¢ de Crb, une protéine
transmembranaire possédant un large domaine extracellulaire, de Stardust (Std), une
MAGUK, de PATIJ1, une protéine a domaine PDZ et de Lin7, qui contient un site
d’interaction avec les domaines PDZ. Stardust est le point d’interaction pour toutes les
protéines pour former ce complexe. Au niveau apical de la zonula adherens des cellules
épithéliales, ce complexe est localis€ de maniere asymétrique. Chez la drosophile, des
mutations dans les genes de ce complexe déstabilisent et préviennent la formation de la zonula
adherens a partir des jonctions serrées. Cela cause une perte des propriétés d’adhésion et la
polarité cellulaire. Par contre, la surexpression de Crb conduit a une augmentation de la
surface apicale au détriment de la baso-latérale. Le complexe CRUMBS est conservé chez les
mammiferes ou il est restreint a une région limitrophe de la zonula adherens. En ce qui
concerne le troisieme complexe, il est composé de Scribble (Scrib), de lethal giant larvae (Lgl)
et de Discs large (Dlg). Ce complexe est localisé au c6té des jonctions cloisonnées et il existe

une interaction génétique entre ces différents composants (324, 325).

La plupart de ces protéines font partie de la classe des MAGUKSs (member of the
membrane-associated guanylate kinase) et inclut dans leurs structures des domaines PDZ. Ces
derniers sont localisés au niveau apical des cellules dans les jonctions serrées chez les

mammiferes et les jonctions septés chez la drosophile.

La localisation sous apicale des protéines centrales de la signalisation PCP au niveau
des cellules suggeére 1’existence d’un mécanisme spécial pour le controle et le maintien de
cette distribution. Un lien important entre les génes de la polarité apico-basale et ceux de la
voie PCP a ¢été mis en évidence sous forme d’interactions physiques ou génétiques entre les
différentes protéines des deux voies (155, 190-194) et par le fait méme qu’un géne Scribblel

soit engagé a la fois dans la signalisation PCP et dans la polarité apico-basale (155).
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I1 a été démontré que strabismus/vang interagit avec discs large (dlg) chez la
drosophile (190). Une absence de dlg ou strabismus, chez 1’embryon de drosophile, est a
I’origine de nombreuses difficultés de formation de la membrane plasmique, tandis que sa
surexpression, conjointement a une surexpression de strabismus, entrainera une formation
excessive de membrane plasmique (190). Par ailleurs, en se basant sur la désorientation, le
défaut d’asymétrie ainsi que de chiralité des ommatidies de I’ceil de drosophile, une interaction
génétique et moléculaire entre Strabismus et Scribble dans la régulation de la PCP, a été mis
en évidence. Les auteurs n’ont toutefois pas trouvé d’interaction génétique entre Strabismus et

Dlg, Lgl, Par6, Par3/Bazooka ou PALS1/Stardust (194).

Chez les mammiferes, la premiere étude a impliquer un membre de la voie PCP est
celle de 1la mutante circletail (crc) (156). Ce mutant correspond a une insertion d’une cytosine
en position 3182 qui cause un décalage du cadre de lecture dans I’ARNm du geéne Scribble
menant a un arrét précoce juste apres PDZ 2 (156). Ce mutant développe une
craniorachischisis et meurt a la naissance. Ce phénotype est absent chez 1’hétérozygote. Les
souris homozygotes présentent aussi un défaut de la fermeture abdominale, un échec dans la

formation des paupieres qui restent fermées ainsi que des défauts sont observés dans la rétine.

Une interaction génétique entre Vangl2 et Scribblel joue un rdle central dans
I’administration des étapes de 1’alignement des touffes ciliaires des cellules sensorielles dans
I’organe de Corti (155). Cette interaction permet la régulation des mouvements d’extension
convergente de la voie PCP (194, 195). Toutefois, aucune interaction génétique entre
Strabismus et Dlg, Lgl, Par6, Par3/Bazooka ou PALSI1/Stardust n’a ét¢ démontrée(194). De
plus, une étude a permis de dévoiler un rdle important de la polarité apicobasale dans la
régulation de Fz. Ainsi, Dactivité et la stabilit¢ de ce dernier sont assurées par une
phosphorylation de la part de aPKC, alors que son antagonisme est régi par Par3/Bazooka
(191). Djiane et al, ont montré que la protéine dPatj (Tight Junction-Associated PDZ), qui
intervient dans la formation des jonctions serrées, représente un partenaire protéique

spécifique et un inhibiteur de I’activité de Fz (191).

En 2005, Dollar a prouvé que la régulation de Lgl (Lethal giant larvae) par Dvl

permettait le contréle de la polarité apico-basale (192). Le recrutement des protéines de la
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polarité planaire, au niveau des jonctions d’adhérence, est assuré par les complexes protéiques
de polarité apico-basale. En effet, la localisation apicale de Stbm est affectée chez une

drosophile invalidée pour le géne Scribble (194).
1.5.7. La PCP et le cancer

En accord avec les modifications observées au niveau du cytosquelette, I’activation de
la voie WNT/PCP a été associée avec une augmentation de I’invasion tumorale et du caractére
des cancers. Par exemple, WNT5A, qui active RAC et JNK, a été montré comme activant les
métastases dans les mélanomes, les cancers gastriques et les cancers du sein (134-136).
WNT/PCP pourrait ¢galement jouer un role dans 1’angiogenése, c¢’est-a-dire dans la formation
de nouveaux vaisseaux sanguins. En effet, I’inhibition de la voie WNT/PCP affecte la
croissance, la polarité et la migration des cellules endothéliales (137). La migration de ces
cellules est une étape essentielle dans la formation des nouveaux vaisseaux. La voie
WNT/PCP apparait par conséquent importante dans deux mécanismes impliqués dans la
progression et 1’agressivité tumorale. Pourtant, quelques exemples suggerent également un
role dans la suppression tumorale. WNTSA est perdu dans plusieurs modeles tumoraux (138,
139). De plus, I’'inhibition de WNTSA par ARNi induit la transformation de cellules
épithéliales mammaires (140). L’activité suppressive de tumeur de WNTSA passerait par
I’inactivation de la B-caténine, puisque les expressions des deux protéines sont inversement
corrélées. Globalement, la voie WNT/PCP aurait plusieurs roles dans le développement
tumoral et ce, selon 1’étape considérée : dans les étapes précoces, elle agit comme suppressive
de tumeur en inhibant la B-caténine, tandis que dans les étapes tardives elle promeut la

progression tumorale en stimulant 1’invasion, les métastases et I’angiogenése.
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1.6. Le gene LRP6
1.6.1. Structures et interactions de Lrp6

1.6.1.1. Structure deLrp6

LRP6code pour une protéine transmembranaire et membre de la famille des récepteurs
LDL (Low-density lipoprotein receptor-related protein 6) (196) (figure 12). Cette famille
inclut les protéines LDLr, VLDLr, ApoER2, LRP1, LRP2, LRP5 et LRP6. Les 1613 acides
aminés, qui constituent la protéine LRP6, sont répartis de facon a permettre a celle-ci
d’assumer principalement le role de médiateur d’endogeénose et de transport des ligands. La
nature de ces ligands peut €tre soit des protéines ou des lipoprotéines (197). Le coté N-
terminal extracellulaire renferme quatre domaines essentiels pour un bon fonctionnement : un
signal peptide qui sert a transmettre la protéine a la membrane, quatre domaines a six
répétitions YWTD (tyrosine, tryptophan, thréonine et 1’acide aspartique) de type B-propeller
chacun (198, 199); ces derniers sont espacés par quatre autres domaines EGF (epidermal
growth factor like domain), dont le role est de permettre I’interaction avec les différents
ligands extracellulaires (200), et trois répétitions LDLR (Low-Density Lipoprotein
Receptor).Un seul domaine transmembranaire sépare la partie N-terminal du C-terminale
cytoplasmique qui contient cinq motifs de phosphorylation PPSPXS (figure 12). La taille des
séquences EGF est d’approximativement 40 acides aminés (200) et celle des YWTD est
d’environ 43-50 acides aminés. Les motifs cytoplasmiques PPSPXS, une fois phosphorylés,
permettent une interaction avec d’autres protéines (201). Il existe un niveau élevé de
conservation de la protéine humaine et celle de sourisavec une homologie d’environ 98 %
(196). Ces motifs possedent comme role spécifique 1’internalisation des lipoprotéines ApoB et
ApoA dans les LDL et les VLDL (202). Il a ¢ét¢ démontré que le phénomene d’internalisation

est a I’origine de la régulation de I’activité de ces récepteurs (196).
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= Signal peptide @ Domaine LDL récepteur de type A
O pomaine YWTD (B-propeller) (J Domaine transmembranaire
J Domaine (1-4) EGF-like W Motif cytoplasmique de phosphorylation

Figure 12. Schéma représentatif des domaines fonctionnels de la protéine transmembranaire

LRP6.

1.6.1.2. Interactions extracellulaires de Lrp6

Les Wntl, Wnt3a, Wnt5a, Wnt9b et Wntl0Ob sont parmi les principaux ligands qui
interferent avec la protéine LRP6 du coté extracellulaire. Ces Wnts interagissent
principalement avec les domaines EGF-like-1 a 4 de Lrp6 (203-206). Effectivement, dans la
voie canonique, la libération ainsi que 1’activation de la B-caténine se produit a la suite d’une
liaison directe de Wnt3a au complexe Lrp6/Fz2 (207). Ce ligand extracellulaire compétitionne
directement avec Dkkl1, dont le role est semblable a celui de Dkk2 (208), pour les mémes
domaines d’interaction, afin de lier Lrp6 (209). En effet, les domaines C-terminal et N-
terminal de Dkk1 vont interférer respectivement avec les domaines EGF-like-3-4 et EGF-like-
1-2 de Lrp6 (204, 209). Un autre activateur de la voie Wnt-B-caténine est R-spondin-1,
I’action de celui-ci est la stimulation de la phosphorylation de la Lrp6 par la protéine Gsk3
(210). Contrairement au Wnt3a, le Wnt5a inhibe par sa liaison avec Lrp6 et Fz2/Fz4 la voie
Wnt-B-caténine (203), et par la méme occasion, active la voie de signalisation PCP (211).
Aussi, la Sclerostesis (SOST) va lier Lrp6 dans le but d’antagoniser la signalisation de la voie
Wnt/B-caténine (212). L’inhibition de la voie Wnt/B-caténine se fait aussi par I’intermédiaire
de la protéine Mesd qui, en liant les Lrp5 et 6, les empéche d’interagir avec Wnt3a, DKk,
SOST et R-spondin (213).
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1.6.1.3. Interactions intracellulaires de Lrp6

Le ligand intracellulaire Gsk3 agit sur les sérines des motifs de phosphorylation de
Lrp6 en réponse a la liaison de Wnt3a ou R-spondin sur Lrp6 et Fz dans le but d’activer la
voie de signalisation Wnt/B-caténine (207, 210, 214). La kinase CKly, un autre ligand
intracellulaire, répond a la liaison de Wnt3a sur le Lrp6 et Fz de la méme fagon que Gsk3 dans
I’objectif d’activer la voie canonique. D’ailleurs, la signalisation Wnt/B-caténine ne peut pas
avoir lieu dans une cellule en absence de la kinase CK1y (215). Les kinases couplées aux
protéines G 5/6 (GRKS5/6), représentant une autre classe des kinases, agissent en
phosphorylant Lrp6 et par conséquent I’activent. Toutefois, cette activation par les GRKS5/6 est
inhibée par 1’antagoniste Dkk1 (216). Par ailleurs, Axin lie la partie cytoplasmique de Lrp6
suite a sa phosphorylation dans le but de libérer -caténine du complexe de sa dégradation et
de permettre 1’activation de la signalisation canonique (217). Cette signalisation est inhibée
par une surexpression du récepteur du facteur de croissance 10 (GRB10) qui s’associe au

domaine cytoplasmique de Lrp6 afin d‘annuler sa phosphorylation induite par Wnt3a (218).
1.6.2. Animaux modéeles de Lrp6

Plusieurs modeles animaux ont été générés afin de mieux étudier le role du gene Lrp6,
ainsi que les pathologies qui y sont liées. La premiere souris mutante a été la knockout, qui a
été générée par capture de geénes, affiche une forme de spina bifida aperta ou d’exencéphalie
avec une pénétrance de 50 %. Cette souris développe d’autres défauts développementaux
incluant des déformations du squelette axial, des malformations du systeme urogénital et des

défauts des membres (221).

En 2004, le groupe de Imai K a identifié une souris mutante hypomorphe de Lrp6,
nommée ringelschwanz(rs), qui présentait une mutation spontanée, R886W, et a utilisé cette
souris mutante afin d’investiguer le role de Lrp6 dans la formation normale des somites et
desos. Cette souris homozygote développe différentes malformations osseuses (ostéoporose) et
a des défauts dans I'épithélialisation des somites naissants ainsi que dans la mise en place de

leurs compartiments antéro-postérieur. Cette souris présente aussi une combinaison de
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plusieurs phénotypes liés a un défaut dans la voie Wnt/B-caténine. Ces défauts incluent des
perturbations du squelette axial et la formation des fronti¢res des segments. L’ensemble de ces
défauts conduit a une ossification retardée a la naissance et a une faible masse osseuse chez les
adultes.Ceux-ci sont des caractéristiques de la pathogenese des défauts de segmentation des
vertebres et de 1'ostéoporose et ne sont pas liés aux ATN. Des études fonctionnelles, a 1’aide
de la technique biochimique Topflash, ont démontré que la transduction du signal a travers

cette voie n’est pas efficace dans la souris mutante rs (219).

La souris mutante Crooked tail (Ct), affectée par une mutation spontanée (G494D) qui
inhibe I’interaction avec Dkkl, réveleune hyperactivation de la voie B-caténine. Elle développe
une queue en forme de crochet, a une déformation du squelette, ainsi qu’une exencéphalie
avec une pénétrance de 20 %. Elle subit une mortalité prématurée avant le jour embryonnaire

8. Cette forme d’ATN peut étre prévenue par la prise d’acide folique (220).

Lasouris mutante Gwazi (Gz), induite par 1’agent ENU et porteuse de la mutation
D549G, est affectée par différentes malformations au niveau de la téte (222). Cette souris
présente d’autres défauts développementaux, incluant des malformations du systeme

urogénital, des défauts des membres ainsi qu’une déformation du squelette axial (223).

Les études de ces modeles animaux, Gz, Ct et le KO, suggerent une forte implication
de la voie Wnt/B-caténine dans la formation du tube neural et par conséquent, les ATN a

travers le gene Lrp6.

D’autres études, ciblant le géne Lrp6 Chez le Xenopus, ont démontré que Lrp6, en plus
de son role dans le processus de 1’extension convergence, est impliqué dans 1’activation de la
voie Wnt/B-caténine et que sa présence permet 1’inhibition de la voie Wnt/PCP. Chez le
Xenopus, la suppression (knockdown) des ligands PCP XWnt5a et XWntl 1 est suffisante pour
sauver les phénotypes causés par la suppression (knockdown) de Lrp6/LrpS. Aussi, chez le
méme modele animal, il a ét€ montré que la surexpression du ligand PCP Wnt5a bloque la
formation d’un axe de corps secondaire en inhibant la capacité du ligand canonique Wnt8
d’activer la signalisation Wnt/B-caténine (272). Une autre étude chez le poisson zebre a

montré que la perte maternelle de Wnt5b entraine une signalisation ectopique de Wnt/fB-
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caténine et par conséquence, une augmentation dans le destin cellulaire des cellules dorsales

(277, 278).

1.7. Le géne DIVERSIN (ANKRDG6)

1.7.1. Structures et interactions

DIVERSIN, un distant homologue de Diego chez la drosophile, code pour une protéine
cytoplasmique a huit répétitions ankyrines N-terminal, un domaine central de liaison pour la
CKle conservé et un domaine C -terminal qui lie Axin/Conduction (245). Appelé aussi
ANKRD6 (Ankyrin repeat domain-containing protein 6), cette protéine de 727 acides

aminés appartient a la famille des ankyrines (ankyrin-repeat proteins) (figure 13).

& répétitions ankyrines N-terminal
Domaine C-terminal

Domaine central

Figure 13 : Représentation schématique des différents domaines fonctionnels de la protéine

cytoplasmique DIVERSIN (ANKRD6) (Ankyrin repeat domain-containing protein 6).

Les domaines ankyrines sont des motifs protéiques de 33 résidus constitués de deux
hélices alpha séparées par des boucles. Ces domaines ont été découverts pour la premiere fois
suite a des études de signalisation CDCI10 dans la levure et de Notch dans la drosophile. Ils
sont principalement impliqués dans la médiation des interactions protéine-protéine (246, 247)
et ils ont été associés a un certain nombre de maladies humaines. Ces protéines comprennent
lI'inhibiteur du cycle cellulaire, la p16 qui est associée au cancer et la protéine Notch (un
élément clé des voies de signalisation cellulaire) qui peut provoquer le syndrome de

CADASIL (Cerebral Autosomal-Dominant Arteriopathy with Subcortical Infarcts and
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Leukoencephalopathy) quand le domaine des répétitions ankyrines est muté (248). ANKRD6
agit comme un interrupteur moléculaire en favorisant la signalisation de la voie non-canonique

Wnt / PCP et en inhibant celle de la voie canonique Wnt / B-caténine (245).

Chez la drosophile, 1’orthologue Diego interagit physiquement avec Stbm et Pk a
travers ses domaines de répétitions ankyrines et avec Dvl a travers une région de 181 acides
aminés, juste apres les domaines ankyrines (159, 249). Ces interactions sont indispensables a
la localisation et a la formation asymétrique des complexes multiprotéiques de la voie PCP.
Chez les vertébrés, ANKRDG interagit directement avec Dvl par I’intermédiaire des huit
répétitions ankyrines. Cette interaction est nécessaire et estsuffisante pour la médiation de la
signalisation Wnt/PCP. Cela se produit en aval a travers la famille des Rho-GTPase et Jun-
kinase N-terminal, de maniere réciproque dans des cultures cellulaires et dans les embryons de
poisson-zebre (250). Le role d’activateur de la voie PCP qu’ANKRD6 assure semble étre
médié par ses domaines de répétition ankyrine. Par contre, la partie centrale et la partie C-
terminale contrdlent la signalisation Wnt canonique chez les embryons de poisson z€ébré (245).
En effet, ANKRD6 lie CKle et Conductin/Axin respectivement par l'intermédiaire de ses

régions centrales et C-terminales.

CKIle/Axin/Conduc/GSKJ est le complexe de phosphorylation et de dégradation de la
B-caténine (figure 14). Cette phosphorylation permet une ubiquitination par la B-TrCP ligase
(251) et par conséquent provoquera simultanément 1’inhibition de la signalisation Wnt/B-

caténine et 1’activation de la voie PCP (245).
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Figure 14. Représentation schématique du modele d’action d’ANKRD6 sur le mécanisme de
dégradation de lap-caténine. (A) Diversin recrute CKle au complexe Axin/Conductin, ce qui
va amorcer la phosphorylation en Ser 45 de la B-caténine. Le dimere Axin/Conductin permet
la liaison simultanée d’ANKRD6/CKle et d’GSK3p sur le complexe. (B) GSK3p déclenche
une phosphorylation subséquente de la B-caténine au niveau de la Thr 41, Ser 37 et Ser 33.
Ces acides aminés, une fois phosphorylés, deviennent des sites d’ubiquitination pour la ligase
B-TrCP (Amit et al. 2002), ce qui favorise la dégradation de la B-caténine. Adaptée de
Schwarz- Romond et al., 2002. (14)

Diversin contrdle également la formation de 1'axe chez les poissons zébrés pendant les
premiers stades de développement embryonnaire. Ce processus nécessite la signalisation -
caténine (245). Le double rdle de Diversin dans les deux voies de signalisation Wnt semble

étre spécifique pour les vertébrés.

Chez la drosophile, Diego promeut le regroupement local de Flamingo, en favorisant sa
polarisation proximo-distale (231). Ankrd6 est exprimé de facon permanente pendant le
développement du cerveau du stade E12 a la maturité, ce qui suggere un role dans le
développement du cerveau (252). Chez les embryons, I'expression est maximale dans les zones
ventriculaires et intermédiaires de la prolifération neuronale et s'étend aux champs neuronaux

post-migratoires pendant la période postnatale.
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Ces données suggerent qu’Ankrd6 peut étre impliqué dans le développement du
cerveau en interaction avec Celsr/Flamingo. Cependant, la pertinence physiologique normale

et anormale dans le développement reste a éclairer.
1.7.2. Animaux modéles

Il a été précédemment rapporté, chez la drosophile, que la protéine diego, a répétitions
ankyrines, contrdle la signalisation Wnt non canonique et la PCP au cours du développement
de la mouche (250, 253). Pour élucider les implications biologiques de 1'action de ANKRD6
dans la signalisation Wnt non canonique, son ARNm, qui code pour une protéine dépourvue
du domaine de répétition ankyrine (Div-AANK), a été injecté dans des embryons de poisson
z¢bre. Ces embryons ont développé la bifida cardia, un phénotype ou deux cceurs battent
séparément (254). Cette anomalie se produit a la fin de la gastrulation lorsque les ébauches du
cceur bilatéral ne parviennent pas a fusionner en raison d’une migration défectueuse des
précurseurs du myocarde a la ligne médiane dorsale. Celle-ci est régie par la signalisation Wnt
non canonique (255-257). Egalement, ’ARNm Div-AANK perturbe les phénoménes de

I’extension convergence (CE).

La zone sous-ventriculaire (SVZ) est la plus grande région neurogénique dans le
cerveau des rongeurs adultes. L’expression et la fonction de ANKRDG6 ont été étudiés dans le
but de comprendre les mécanismes sous-jacents, la capacité des neuroblastes et les neurones
matures qui proliferent durant la migration au sein du SVZ et de I’hippocampe. Contrairement
au knockdown, dans le cerveau des souris nouveau-nés et des souris adultes, la surexpression,
induite par des rétrovirus, d’ANKRD6 favorise la prolifération et augmente le nombre des

neuroblastes dans le bulbe olfactif (OB) (259).

Le centrosome est essentiel pour la formation des cils et a été impliqué dans la
polarisation et la signalisation cellulaire au cours des premiers stades de développement
embryonnaire. Un certain nombre d’effecteurs de la voie Wnt ont été identifiés dans le
centrosome. La surexpression de I'ARN d’ANKRD6 perturbe la polarisation des corps basaux

des cellules multiciliées de la peau chez la Xenopus (258).
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1.8. Le gene CELSR1

1.8.1. Structures et interactions

Structure : CELSRest le géne qui code pour un récepteur a sept domaines
transmembranaires (Cadherin EGF LAG seven-pass G-type receptor) aussi connus sous le
nom de (flamingo homolog). Cette protéine, de plus de 3000 acides aminés, appartient a la
famille des cadhérines atypiques qui inclut les protéines CELSR1, 2 et 3. Les cadhérines sont
des molécules d'adhésion cellulaire dépendantes du calcium qui sont impliquées dans de
nombreux processus biologiques, y compris la signalisation des cellules lors de

I'embryogenese et la formation de circuits de neurones.

La large partie N-terminale extracellulaire de la protéine CELSRI1 contient un signal
peptide qui sert a cibler la protéine a la membrane, neuf répétitions de protocadhérines suivis
de huit domaines de type EGF (Epidermal growth factor-like domains), dont le role est de
permettre I’interaction avec les différents ligands extracellulaires, espacés par trois régions
laminine G, et un domaine GPS (G-protein-coupled receptor proteolytic site). La partie N-
terminale est séparée de I’extrémité anonyme C-terminale intracellulaire par sept segments

putatifs transmembranaires (224) (figure 15).

Des études génétiques de flamingo (fmi), 1’orthologue de CELSR chez la drosophile,
ont établi un rdle essentiel pour ce géne dans la signalisation PCP, particulierement dans
I’organisation stéreotypique des poils des ailes (trichomes), des soies sensorielles (225, 226),
I’orientation des ommatidies dans 1’ceil (161) ainsi que de la division asymétrique des
précurseurs des organes sensoriels (227, 228). Fmi/stan interagit génétiquement et
fonctionnellement avec d’autres membres de la voie PCP incluant fz, vang/stbm,dsh, pket dgo
(229-235). Au niveau de I’aile de la mouche, la distribution des protéines de la voie PCP est
étroitement régulée de facon dynamique. Initialement réparties au niveau de toutes les
jonctions sous-apicales, ces protéines adoptent une bréve partition polarisée et transitoire tout
au long de 1’axe proximo-distal avant le développement des trichomes. Cette distribution est
essentielle pour I’établissement d’une polarité et d’une bonne orientation des poils. Fmi/stan,

fzd, dsh et dgo se retrouvent enrichis du coté distal des cellules des ailes, tandis qu’au niveau
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proximal, on trouve fmi/stan, vang et pk. (226, 236, 237). Comme fmi/stan est localisé, a la
fois, au niveau des jonctions distale et proximale, il agirait comme une plateforme pour
promouvoir 1'adhésion cellulaire et un pontage entre le coté distal et celui proximal de la

cellule adjacente.

Celsr1-3 sont largement exprimés dans le systeme nerveux a des stades précoces du
développement et chaque paralogue a montré des profils d'expression caractéristique dans le
systeme nerveux central en développement (238).

9 répétitions de protocadhérines Domaine cytoplasmique
EGT-like (1-3) EGF-like (5-8) l
l ‘l' EGF-like (4) 'l' GPS

o A v — }<— DT

t $ T t

Peptide signale Laminine G-like 1 Laminine EGF-like

Laminine G-like 2

Figure 15. Représentation schématique des différents domaines fonctionnels de la protéine
transmembranaire = CELSR1. EGF, epidermal growth factor; DT, domaine

transmembranaire; GPS, G-protein-coupled receptor proteolytic site.

1.8.2. Les modélesanimaux

A ce jour, seulement Celsr] a été montré de causer des ATNs une fois muté chez la
souris. Les principaux traits phénotypiques liés a Celsrl-3 sont résumés dans le tableau 2.
Deux alleles mutants pour Celsrl, Crash (CelsrI“*") (D1040G) et SpinCycle (CelsrI®®)
(N1110K), étaient générés par ENU (N -éthyl- Nnitrosurea) (239). Les souris CelsrI*® et
Celsr]“™" hétérozygotes affichent un comportement anormal pour le mouvement de la téte et
ceux homozygotes présentent une forme sévere d’ATN appelée craniorachischisis ou le tube

neural reste ouvert tout au long de la moelle épiniere (239). Les deux mutants hétérozygotes et
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homozygotes développent une organisation défective des faisceaux de stéréocils des cellules

ciliées de l'oreille interne.

Chez le poisson zebre, le knockdown de Celsrl, généré par des morpholinos antisens,
provoque des défauts dans le phénomeéne d’extension convergence (CE). Ils manifestent

principalement un raccourcissement de 1'axe antéro-postérieur (240).

Gene Allele Phénotype Références

Défauts de signalisation PCP dans l'oreille | 239, 241, 242
interne, agitation de téte, queue en forme de
crochet, anomalies dans la migration des
Celsrl Crsh et | neurones FBM et des difformités
Scy pulmonaires chez les hétérozygotes. Les
homozygotes meurent au stade
embryonnaire avec le tube neural

complétement ouvert.

Celsrl Les hétérozygotes sont normaux et fertiles, | 241, 242, 244

les homozygotes viables, mais surtout
stériles, environ 20% meurent avec un
défaut de fermeture de tube neural. Les
Celsrl KO adultes montrent des traits de
comportement anormal, des queues en
crochet et une structure déformée de la
chevelure de la peau. La migration des

neurones FBM est affectée.

Les hétérozygotes sont normaux et fertiles. | 241, 243
Celsr2 | Celsr2gt

Les homozygotes sont fertiles, sauf pour
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certaines femelles atteintes d'atrésie vaginale
et ils ont une trajectoire anormale durant la
migration des neurones FBM. Ils
développent une hydrocéphalie due a une

ciliogenése épendymaire défectueuse.

Les hétérozygotes sont normaux et fertiles. | 241
Celsr2 KO Les homozygotes sont fertiles, mais ont une

migration des neurones FBM anormale.

Les hétérozygotes sont normaux et fertiles. | 241, 243, 245
Les homozygotes meurent quelques heures
Celsr3 | Celsr3 KO
apres la naissance et ont un sévere défaut

axonal.

Tableau 3 : Sommaire des différents phénotypes développés chez les souris mutantes pour les

genes Celsrl-3. FBM : facial branchiomotor.

2. Projet de recherche

2.1 Problématique

Les anomalies du tube neural représentent 1'une des malformations congénitales les
plusfréquentes au Canada et constituent, apres les malformations cardiaques, la deuxieme
malformation congénitale en importance associée a une mortalité dans la période périnatale
immédiate au Canada (262, 263). Ces anomalies se constituent trés t6t au cours de la
grossesse, lors de la troisieme et de la quatriéme semaine de vie embryonnaire. Au Canada,
l'incidence des ATNs se situe entre 1 et 4 cas pour 1000 naissances vivantes. Le taux le plus

élevé se retrouve dans les provinces atlantiques et diminue a mesure qu'on se déplace vers

I'ouest (264-267).

Les enfants vivants et atteints présentent des problemes a long terme, qui requierent

des soins multidisciplinaires. Pour un taux annuel approximatif de 800 naissances atteintes de
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spina bifida, au Canada, l'incidence économique directe relative aux soins médicaux en lien
avec les ATNs est estimée a 1,7 million de dollars par année, sans compter les cofits des soins
aux enfants souffrants d'anencéphalie et les colits psychosociaux qu'assument les familles

(267-269).

Un supplément en acide folique pour les femmes enceintes aide a diminuer la
prévalence de ces malformations (260). La difficulté de la mise en ceuvre de cette prévention
réside dans le fait qu’elle doit débuter avant méme que la femme soit enceinte. Aussi, environ
la moitié des grossesses en Amérique du Nord ne sont pas planifiées. Il convient donc de
conclure que cette prévention n’est pas absolue, mais qu’elle devrait seulement contribuer a
réduire le nombre de cas porteurs de ce type de malformations. Des facteurs génétiques et
environnementaux interviennent également. Actuellement, les données sur les genes impliqués
dans le développement des ATNs restent largement inconnus (261). Etudier et comprendre la
génétique des ATNs contribueront fortement a mieux conseiller les familles a risque et a

prévenir de ce faitles anomalies congénitales.
2.2. Hypothese et objectifs

Notre travail a pour but de comprendre la base moléculaire de la pathologie des

anomalies du tube neural parl’identification des génes potentiellement impliqués.

Notre hypothese est que les membres de la voie de signalisation canonique et non-
canonique du Fz/Dvl sont impliqués dans le développement des ATNs chez I’humain, plus

particulierement les genes CELSR1, DIVERSIN et LRP6.

Notre projet de recherche implique 1’analyse génétique moléculaire de ces trois genes

de la voie PCP et se développera sur 3 principaux objectifs :

(1) L’analyse de séquencage du géne CELSRI dans une cohorte bien caractérisée des ATN,
suivi par des validations génétiques et bioinformatiques des mutations rares identifiées dans

ce gene chez les ATN.
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(2) L’analyse de séquengage du gene DIVERSIN dans une cohorte bien caractérisée des ATN,
suivi par des validations génétiques, bioinformatiques et fonctionnelles des mutations rares

identifiées dans ce gene chez les ATN.

(3) L’analyse de séquencage du géne LRP6 dans une cohorte bien caractérisée des ATN, suivi
par des validations génétiques, bioinformatiques et fonctionnelles des mutations rares

identifiées dans ce gene chez les ATN.
2.3. Pertinence et retombées

Cette étude permettra 1’identification de nouveaux genes prédisposants aux ATN et
proposera un moyen puissant qui aidera a mieux comprendre les mécanismes pathogéniques
impliqués dans ces anomalies toujours tres peu connues. Ces études sont autant nécessaires
afin de caractériser et d’expliquer le type d’interactions qui existe entre les genes et
I’environnement dans les ATN, ce qui fournira des outils pour développer de nouvelles

stratégies de prévention et facilitera ainsi au conseil génétique d’identifier les couples a risque.
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ABSTRACT

Wnt signaling has been classified as canonical Wnt/ B-catenin dependent or non-
canonical planar cell polarity (PCP) pathway. Misregulation of either pathway is linked
mainly to cancer or neural tube defects (NTDs) respectively. Both pathwaysseem to
antagonize each other and recent studies have implicated a number of molecular switches that
activate one pathway while simultaneously inhibiting the other thereby partially mediating this
antagonism. The lipoprotein receptor—related protein Lrp6 is crucial for activation of the
Wnt/B-catenin pathway but its function in Wnt/PCP signaling remains largely unknown. In
this study, we investigate the role of Lrp6 as a molecular switch between both Wnt pathways
in a novel ENU mouse mutant of Lrp6 (Skax26™”*) and in human NTDs. We demonstrate
that Skax26™* represents a hypermorphic allele of Lrp6 with increased Wnt canonical and
abolished PCP-induced JNK activities. We also show that Lrp6*“?"genetically interacts
with a PCP mutant (Vangl2'’) where double heterozygotes showed an increased frequency of
NTDs and defects in cochlear hair cells’ polarity. Importantly, our study also demonstrates the
association of rare and novel missense mutations in LRP6 that is an inhibitor rather than an
activator of the PCP pathway with human NTDs. We show that three LRP6 mutations in
NTDs led to a reduced Wnt canonical activity and enhanced PCP signaling. Our data confirm
an inhibitory role of Lrp6 in PCP signaling in neurulation and indicate the importance of a
tightly regulated and highly dosage sensitive antagonism between both Wnt pathways in this

process.
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Introduction

Wnt Signaling plays key roles in regulating various aspects of embryonic development
from embryo patterning and cell specification, to regulation of cell movements and tissue
polarity (1). Binding of the Wnt ligand to a cell surface receptor can stimulate a range of
intracellular signaling pathways, of which the two best studied are the canonical Wnt B-catenin
dependent pathway and the non-canonical planar cell polarity (PCP) pathway (1, 2) . In the
canonical pathway, Wnt binds to Frizzled (Fz) receptor and the lipoprotein receptor-related
protein (LRP)-5/6 to induce their clustering on Dishevelled (Dvl) and to form endocytic
‘(LRP)-5/6 signalosomes’. These complexes then destabilize the p-catenin destruction
complex that constitutively targets B-catenin for poly-ubiquitination and degradation in the
proteosome. When the B-catenin destruction complex is destabilized, B-catenin accumulates in
the nucleus, where it binds to members of TCF/LEF-1 transcription factor family, preventing
their repression of gene transcription and functioning as a transcription co-activator (1, 2).
The Wnt/B-catenin pathway has a crucial role in mediating cell proliferation and cell fate
determination during development and defects in this pathway have been strongly associated

with many types of cancer in humans (1).

The canonical Wnt/B-catenin pathway shares the Fz receptors and the scaffoldings
proteins Dvl with the non canonical Wnt/PCP signaling pathway (1). The latter regulates the
process of PCP by which cells become polarized in the plane of an epithelium (3). PCP
signaling has been well studied in the adult wing hairs and ommatidia (eye units) in
Drosophila and includes a group of “core” PCP genes including fz, dsh and vang gogh/
strabismus (vang/stbm) (3). Downstream effectors of this pathway include the small GTPases
of the RhoA family and JNK that upon activation lead to a variety of cellular responses
including cytoskeletal rearrangements (4). In vertebrates, PCP signaling controls the
morphogenetic process of convergent extension (CE) during gastrulation and neurulation (5,
6). This pathway is highly dosage sensitive where over- or under-expression of PCP genes in
zebrafish and Xenopus lead to CE defects (7, 8). Studies in animal models and human cohorts
have strongly implicated the non canonical Wnt/ PCP signaling pathway in the pathogenesis

of neural tube defects (NTDs) (9-11).
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NTDs represent a group of very common congenital malformations in humans,
affecting 1-2 infants per 1000 births. They are caused by a partial or complete failure of neural
tube closure during embryogenesis and can occur at any level along the rostrocaudal axis (9).
The most common forms of NTDs are referred to as open NTDs and include anencephaly, and
myelomeningocele (spina bifida), which result from the failure of fusion in the cranial and
spinal region of the neural tube, respectively (9). A number of skin-covered (closed) NTDs are
categorized clinically depending on the presence (including lipomyeloschisis,
lipomyelomeningocele, and meningocele) or absence of a subcutaneous mass
(includingdermal sinus and caudal agenesis) (12). Population and family studies indicate a
complexetiology to NTDs involving environmental and genetic factors. To date, the number,

identityand relative contribution of such genes to NTDs remain largely unknown (9, 10)

Both Wnt pathways seem to antagonize each other, and inhibiting one will
simultaneously activate the other (2). The direction of Wnt signaling and this antagonistic
crosstalk are highly dependent on cellular context and on the presence of an intricate and large
network of Wnt receptors, co-receptors and regulators (2). Recent studies have identified a
group of “molecular switches” that act on both pathways simultaneously (2, 13—15). For
example, while Lrp5 or Lrp6 is crucial for activation of the Wnt/B-catenin canonical pathway,
it was shown in Xenopus that it could simultaneously inhibit the non-canonical pathway (16,
17). Lrp6 is a type I single-span transmembrane protein that belongs to the LDL receptor
(LDLR) family which has diverse roles in metabolism and development (18). It consists of
four YWTD -propeller domains that are each followed by an EGF-like domain, followed by
3 LDL-receptor (LDLR) type A repeats, a transmembrane domain and a short intracellular
domain(18).Complete inactivation of Lrp6 in mouse generated multiple defects in many
organs including eye, limb, heart, neural tube and brain, and cause perinatal mortality (19, 20).
A spontaneous Lrp6™allele caused skeletal malformations, osteoporosis and spina bifida(21)
while two hypermorphic alleles, one ENU-induced (Lrp6GW)(22) and one spontaneous
(Lrp6“?), caused a reduced forebrain size or exencephaly respectively (22, 23). Although the
role of Lrp6 in Wnt/B-catenin signaling during development is well established, its role in the

PCP pathway remains poorly defined.
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Here we conducted in vivo and in vitro studies in mouse and in cell lines to further
investigate the role of Lrp6 as a molecular switch between both Wnt pathways in neural tube
closure. We characterized a new ENU hypermorphic allele of Lrp6, Skax26™’*, that
demonstrated an inhibitory role of Lrp6 in PCP signaling as manifested by an increased Wnt
canonical activity and abolished PCP-induced JNK activity. We showed that Lrp6**®20-/
genetically interacts with a PCP mutant Vangl2™ in PCP signaling in neural tube closure and
planar polarity of the inner ear hair cells. Also importantly, our study demonstrates the
association of rare and novel mutations in LRP6 with human NTDs. Particularly, we show that

three of these mutations caused a reduced Wnt canonical activity and enhanced PCP signaling,

thereby confirming a dosage effect of LRP6 in PCP signaling in neurulation.

RESULTS

Cloning of the gene mutated in Skax26™"/"

Skax26™" (MGI: 3577510) was identified as a recessive ENU mouse mutant with a
homozygous kinky/looped tail phenotype at the Mouse Mutagenesis and Phenotyping Center
for Developmental Defects in Texas Medical Center in Houston. This mutant was generated
on a mixed C57BL/6J; 129S6/SvEvTac genetic background as part of the chromosome 4
balancer mutagenesis screens (24). G3 mutants from this line were archived as frozen sperm
and were consequently recovered at The Jackson Laboratory by using the Assisted In Vitro
Fertilization method. A total of 2 female and 5 male mice with a normal appearance were
generated. To expand the Skax26™"* mutant line, these 7 founder mice were backcrossed to
129S6/SvEvTac for one generation (backcross 1) followed by 4 generations of brother sister
matings. A total of 112 NI1FI-N1F4 mice were obtained including 11 mice with a

kinky/looped tail that were used for subsequent genetic mapping studies.

To map the gene defective in Skax26™*, mice with a kinky/looped tail phenotype
were subjected to 3 additional consecutive backcrosses to 129S6/SvEvTac combined with
brother-sister matings at each backcross to recover the tail phenotype. A total of 37 mice were

genotyped with 149 single nucleotide polymorphisms (SNPs) distributed across the genome
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and that were informative for both C57BL/6J; 129S6/SvEvTac strains. Homozygosity
mapping identified one SNP rs13479079 located at 140.1 Mb at the telomeric end of
chromosome 6 that was homozygous for the C57BL/6J allele in 84% of genotyped mutant
mice (Figure 1A). To fine map this candidate region, we conducted additional genotyping of
the same 37 mutant mice with 16 informative SNPs spanning a 23.4 Mb region defined by
r$6200835 at 125.7 Mb and rs30113154 at 149.1 Mb at the telomeric end of chromosome 6.
Haplotype analysis identified a homozygous region spanning rs3023102 and rs4226339
(haplotypes1 to 6) and segregating with the phenotype in 86% of genotyped mice (32/37)
(Figure 1B). Importantly, we detected one crossover (haplotype 7) that would place the gene
responsible for the Skax26™""" phenotype centromeric to rs3023102 at 135.3 Mb (Figure 1B).
The mutant with this critical crossover along with 3 other mutant mice (haplotype 8) with a
kinky/looped tail phenotype were heterozygous at B6 alleles suggesting that the Skax26™*

mutation could cause a phenotype in a heterozygous state at a low penetrance.

Just 0.9 Mb centromeic to rs3023102 resides the Lrp6 gene (Accession NM_008514.4)

that represents an excellent candidate for Skax26™"*

. We consequently sequenced the open
reading frame and exon-intron junctions of this gene in 3 Skax26™""" /Skax26™""* mutants and
3 wild-type controls. We identified a homozygous missense mutation ¢.2042T>G in exon 9 of
Lrp6 in Skax26™™ /Skax26™’“ that was absent in parental strains, C57BL/6 and
129S6SvEvTac, and in 30 other inbred strains (Figure 1C). This mutation leads to p.lle681Arg
that resides in the third 3 propeller domain in the extracellular part of the protein. Ile681 is
highly conserved across vertebrates where it is only replaced by valine in frog Lrp6 and by
phenylalanine in fly Arrow (Figure 1D). While a change to valine or phenylalanine preserves

the hydrophobic nature of isoleucine, the change to arginine in Skax26™""* is not conservative

as it introduces a positive charge and a hydrophilic residue at this otherwise neutral position.

Genotype-phenotype studies were next conducted to assess the penetrance of the
Lrp6**“20-p Tle681Arg mutation. A total of 112 N1F1-N1F4 mice and 99 N5F1 mice were
examined for the presence of Kinky/looped tail (Table 1). The Lrp6>“?°/*pIle681Arg
mutation showed a recessive mode of inheritance where all wild-type were phenotypically

normal and heterozygous and homozygous adult mice had a looped/kinky tail appearance with
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a variable penetrance (Table 1). In N1F1-N1F4 mice, the penetrance of the looped/kinky tail
was 3% in heterozygotes and 11% in homozygotes. Following 4 additional backcrosses
to129S6SvEvTac, this penetrance increased to 8% in heterozygotes and 53% in homozygotes
(Table 1). To determine whether the Lrp6 p.lle681Arg mutation can cause an NTD
phenotype, as previously reported for other Lrp6 mutations and knockouts (23, 21, 20, 19), a
total of 30 heterozygous and 47 homozygous E12.5-E18.5 embryos recovered at N5F1were
examined macroscopically for the presence of an NTD and none was found to be affected with

this malformation (Table 1).

Functional analysis of Lrp6 *"**!A%iy Wnt canonical and
non canonical pathways

Lrp6 is a co-receptor of Frizzled that mediates Wnt-induced activation of the
transcription factor family TCF/LEF-1 during Wnt canonical B-catenin signaling (18). We
consequently tested the effect of the variant p.Ile681Arg detected n Lrp6on this signaling
pathway using a TCF/LEF-1 responsive Wnt/B-catenin reporter assay in mouse embryonic
fibroblasts (MEFs) isolated from E13.5 mutant embryos and in mammalian HEK293T cells.
Heterozygous and homozygous MEFs showed an increased reporter activity of ~1.4X and
~3X respectively as compared to wild-type fibroblasts ( P<0.05 and P<0.00001respectively )
(Figure 2A). In HEK293T cells, TCF/LEF-1 activity was significantly increased to ~2X in

cells transfected with Lrp6""<**47

cDNA as compared to wild-type Lrp6 (P<0.005) (Figure
2D), consistent with results obtained in MEFs. This increased activity of Lrp6 in mutant MEFs
or HEK293T cells was not caused by increased protein expression levels (Figure 2C, F). These
data demonstrate that the Lrp6p‘ﬂe681Arg mutant represents a hypermorphic allele that over-

activates Wnt canonical B-catenin signaling.

Lrp6 can act also as an inhibitor of the Wnt non canonical PCP pathway in Xenopus
(16, 17). To determine whether the hyperactive Lrp6”"“**’4¢ allele will also over- inhibit PCP
signaling in mouse, we measured the JNK activity in the presence of Wnt5a in wild-type and
mutant MEFs using an JNK-AP-1 reporter assay. In wild-type E13.5 MEFs, Wnt5a-induced
JNK activity was increased to 2.5X. This activity reduced by half in Lrp6®te20-Jus heterozygous
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cells and completely absent in Lrp6Sk‘”‘26‘J”S homozygous cells as compared to wild-type cells
(P<0.05) (Figure2B). These data confirm that Lrp6P"*®* A% in Lrp6*“?*"“represents a novel

hypermorphic allele of Lrp6.

6Skax26—]us

Genetic interaction studies between Lrp and

Vangi2™

We next tested for genetic interaction between Lrp6° “?*”*and a PCP mutant
calledVangl2Lp that carries a loss of function mutation, p. Ser464Asn, in a core PCP gene
called Vangl2(25). We crossed Lrp6Sk“x26'J”S heterozygous or homozygous mice to
Vangl2"heterozygous mice and examined for the presence of NTDs in double heterozygous
embryos. Whereas mice heterozygous for either mutation showed no evidence for NTD, 36%
of the double heterozygotes exhibited spina bifida (P<0.001) (Table 2, Fig. 3A,B). This
genetic interaction was specific, asVangl2"* heterozygotes crossed to wild-type littermates of
the Lrp6Sk“’C26'J”S animals did not produce any progeny with NTDs (Table 2). An increase in
frequency of kinky/looped tail was also observed in double heterozygotes (80%) as compared
to single heterozygotes at either loci (3% in N1 and 8% in N5 in Lrp6~“?*"/+ and 40% in
Vangl2"/+) (P<0.005) (Tables 1 and 2).

PCP signaling also controls the orientation of hair cells in the cochlea of the inner ear
(26). The cochlea has one row of inner hair cells and three rows of outer hair cells, which are
interlinked with non-sensory support cells. Each hair cell forms a unique *“V”-shaped
stereociliary bundle and all vertices of these hair bundles point toward the periphery of the
cochlea. PCP mutants, including Vangl2"/Vangi2"” homozygotes, display defects in this
planar organization (27, 28). We next analyzed genetic interaction between Lrp6°*“?** and
VangI2™ in inner ear cell polarity. We examined cochleae isolated from wild-type, Lrp6*2-
14, Lrp6™ 297 Lrp6™ @20 and Lrp6™ 257 +; Vangl2™ /+ E18.5 embryos at the apical,
middle and basal regions of the organ of Corti. No statistically significant difference in the
orientation of IHC and OHC was detected between wild-type and Lrp6°““?°’“/+ (data not
shown). In Lrp6™“20-") Lrp65“?°7 bundle orientation was affected as compared to wild-

type controls only in the OHC3 layer of the apical region (y2 test, P <0.0001) (Fig. 3C). In
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Lrp6* 2014+ VangI2™ /+ double heterozygotes, bundle orientation was severely affected in
OHC2 and OHC3 layers at all 3 regions analyzed except for OHC3 in the middle region of the
organ of Corti (y2 test, P <0.01 for OHC2 in all regions and OHC3 at the base and P
<0.0001for OHC3 at the apex) (Fig. 3C). These data confirm a genetic interaction between

Lrp6™“?*™and VangI2"” in Wnt non canonical PCP signaling.

Sequencing analysis of human LRP6 in NTD patients

63kax26-Jus and VangI2"" demonstrated in this study

The genetic interaction between Lrp
as well as the NTD phenotype associated with Lrp6 mouse mutants and the hypothesized role
of Lrp6 as an inhibitor of the PCP pathway prompted us to examine LRP6 for a role in the
pathogenesis of NTDs in humans. The open reading frame and the exon-intron junction of
LRP6 were sequenced in a cohort of 285 Italian patients affected with various types of open
and closed forms of NTDs. The exact distribution of NTD type in the patients’ cohort is
detailed in Subjects and Methods. We identified 4 novel rare missense mutations, c.916T>C,
c.1118A>G, c.4157T>G and ¢c.4622G>T, in LRP6 in 4 NTD patients that were not present in
275 ethnically-matched controls or in public databases (Supplementary Material, Table S1).
Each of these mutations was detected in a heterozygous state and was private. None of the
mutations mapped close to the exon-intron junctions and hence most likely do not affect gene

splicing. The ORF and exon-intron junctions of LRP6 were also sequenced in 95 Italian

controls and no novel mutation was detected in this gene in controls.

The variant ¢.916T>C was detected in a 20 year old male affected with a severe form
of open NTDs called myelomeningocele in the lumbosacral region of the spine
(Supplementary Material, Table S1). This variant changes a highly conserved Tyr residue in
the EGF-like domain 1 into histidine (p.Tyr306His) (Figure 4). A tyrosine to histidine change
is conservative however it could introduce a positively charged amino acid at an otherwise
neutral hydrophobic position. The variant c.1118A>G was detected in a 15 year old female
affected with lumbosacral myelomeningocele and Chiari malformation II (Supplementary
Material, Table S1). This variant leads to p.Tyr373Cys in the seventh YWTD [-propeller

domain (Fig 4A). Tyr373 is highly conserved and a tyrosine to cysteine substitution is not
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conservative as it introduces a cysteine side chain at this position. The variant ¢.4157T>G was
detected in a 10 year old female affected with a severe form of closed NTDs called
encephalocele at the parietal lobe of the brain. This type of NTDs is characterized by
protrusions of the brain through the skull that are sac-like and covered with membranes (29).
The variant c.4157T>G affects a highly conserved valine residue at position 1386 in the
transmembrane domain of the protein (Figure 4). This leads to a p.Vall386Leu substitution
that is conservative as both residues have very similar structures. The variant ¢.4622G>T was
detected in an 11 year old female affected with a severe form of closed NTDs called caudal
agenesis that represents a heterogeneous constellation of anomalies comprising total or partial
agenesis of the spinal column, anal imperforation, genital anomalies, bilateral renal dysplasia
or aplasia, pulmonary hypoplasia, and lower limb abnormalities (12). This variant changes a
highly conserved tyrosine at position 1541 in the cytoplasmic domain of LRP6 between the
second and third PPPSP phosphorylation motifs and leads to a nonconservative p.Tyr1541Cys

substitution.

Functional validation of LRP6 variants detected in NTD
patients

To determine whether any of the four LRP6 variants detected in NTD patients,
LRP6P T30t 1 ppepTy373Cs [ ppep-ValldsoLen and LRP6EP PSS affects the function of
LRP6 in both Wnt canonical and non canonical pathways, we conducted TCF responsive
Wnt/B-catenin and AP1 responsive JNK reporter assays respectively in mammalian cells
(HEK293T). In the presence of Wnt3A, TCF/LEF-1 activity was increased to ~6X upon
transfection of wild-type LRP6, in agreement with previous studies (Figure SA). In contrast,
TCF/LEF-1 activity was significantly decreased in cells transfected with each of the
LRPG>TP0HE [ RpeP T30S and LRPE™ V3% cDNAs, as compared to wild-type Lrp6,
suggesting a hypomorphic activity for each of these mutants (P<0.05) (Figure 5A). TCF/LEF-
1 activity was not affected in HEK293T cells transfected with the LRP6"™">* < (Figure 5A).

Protein expression levels for all LRP6 variants were comparable to the wild-type (Figure 5B).
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While the function of Lrp6 as inhibitor of PCP signaling was deduced from phenotypic
effects of abolishing or over-expressing its activity in Xenopus (17, 16), how and where
exactly it exerts this inhibitory function is not known. We transfected HEK293T with a full-
length myc-tagged DVL3 or VANGL2 construct as activators of the PCP pathway in the
presence of Wnt5a that was added exogenously. JNK activity was increased to ~5.5X and
~3.5X upon transfection of DVL3 and VANGL?2 respectively in the presence of Wnt5a.This
activation was inhibited upon co-transfection of wild-type LRP6 cDNA in a dose-dependent
manner (P< 0.05 at all doses as compared to DVL3 or VANGL2 alone in the presence of
Wht5a) (Figure 5C). We next tested the effect of the mouse Lrp6”"“*"*"8and the four LRP6
variants detected in human NTDs on their ability to inhibit JNK activation by Wnt5a and
DVL3. Co-transfection of the Lrp6”"“**'4"¢ cDNA with DVL3 resulted in a significant increase
in its ability to inhibit JNK activation during PCP signaling, confirming its hypermorphic
activity (P<0.05) (Figure 2E). Co-transfection of each of LRP6" %1 | RP6»T73 % and
LRPG V3% with DVL3 resulted in a significant reduction in its ability to inhibit JNK
activation during PCP signaling. On the other hand, LRP6">">*'< behaved like the wild-type

in this assay.

Our results in both readouts assays are consistent with the idea that LRPGP-TY06His,

LRP6P 7S and LRP6P V¥ ¢t as hypomorphs and LRP6P ™™ acts in Wt

signalling as the wild-type LRP6.

Discussion

Skax26™"™ is a new hypermorphic allele of Lrp6

Many lines of evidence support our conclusion that Lrp6 is the gene defective in
Skax26™.  Lrp6 maps to the Skax26™“candidate region identified by homozygosity

. 26-
mapping on chromosome 6. Lrp6> 20/

carries a disease-specific variant, p.lle681Arg, that
was absent in parental strains and in 30 other inbred strains. This variant affects Lrp6 function
since it caused enhanced Wnt canonical B-catenin signaling and abolished PCP-induced JNK

activation in homozygous MEFs. 1le681 maps to the third YWTD B-propeller domain, similar
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to the variant p.Arg886Trp identified in the ENU Rs mutant. The p-propeller-EGF-like
domains in Lrp6 appear to bind extracellular ligands and particularly the region encompassing
the third and fourth YWTD b-propeller-EGF-like domains of Lrp6 was demonstrated to
interact with Dickkopfl (Dkkl1) (18, 30, 31). Dkkl antagonizes Wnt/B-catenin signaling
through interactions with Lrp6 and is able to activate the PCP pathway in both Xenopus and
zebrafish (32). The p.lle681Arg variant in Lrp6 could affect its interaction with Dkk1 or other
unknown mediators leading to over-activation of the Wnt pathway and inhibition of the PCP
pathway. Additional biochemical and in silico tests are needed to test the potential pathogenic

effect of this variant.

All previously studied mouse mutants at Lrp6 except Lrp6°" were reported to suffer
from severe developmental anomalies in various organs including eye, limb, heart, neural tube
and brain (19, 20, 23, 21). We did not encounter any severe malformation in either

heterozygous or homOZngUS Lrp6Skax26-Jus

embryos suggesting that either this allele could
exert a milder effect on protein function or this could reflect the presence of genetic modifiers
in the various backgrounds of the Lrp6 mutants . While Lrp6™“?°/ is on a mixed
C57BL/6J;129S6/SVEvTac background, the other Lip6 alleles, Lrp6““Lrp6" and Lrp6™, were
on mixed DBA/2;A/) (23), C3H/HeH (22) and mixed BALB/C; C57BL/6J (21)backgrounds

respectively.

6Skax26—]us

Lrp interacts genetically with Vangi2"?

The genetic interaction between Lrp6~“?*” and Vangi2"in neural tube closure and
inner ear hair cells’ planar polarity provides evidence that both genes function in a common
genetic pathway or in two parallel pathways to regulate these developmental processes. Spina
bifida was absent from single heterozygotes and was detected in 36% of their double
heterozygous littermates. These data show that themutant kinky/looped tail and NTD
phenotypes in Vangl2™ caused by diminished PCP signaling were enhanced by a hyperactive
Lrp6%“257 gllele that over-inhibits this pathway. These results also strongly suggest that the
tail kink or looping observed in Lrp6**?* heterozygotes is associated with a gain of Lrp6

function as an inhibitor of the Wnt non canonical PCP pathway due to the Lrp6Pe0®!A
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mutation, rather than an effect of an increased activation of the Wnt/ B-catenin canonical
pathway. Our observations are supported by a recent study in gain (Lrp6°%) and loss (Lrp6-/-)
of function mouse lines that demonstrated Lrp6 can mediate non-canonical pathways

involving RhoA dependent mechanisms during neurulation (33).

Genetic interaction between Lrp6>““5"* and VangI2" does not seem as strong as that
reported between Vangl2™” and mouse mutants at other PCP loci notably Scribblel (Circle or
Crc) and Dvi3. A subset of Vangl2: Scribblel and Vangl2:DvI3 double heterozygotes
developedthe more severe craniorachischisis where the neural tube remains open throughout
the spinal cord (34, 35). On the other hand, Vangl2:Ptk7 (another PCP gene) double
heterozygotes develop spina bifida (36), suggesting that either Lrp6 or PTK7 alleles exert a
weaker effect on protein function or the dosage of Lrp6 or Ptk7 is less limiting than that of
Scribl or DvI3 or that there may be different genetic modifiers in the various background

strains.

Novel rare mutations in LRP6 are associated with human
NTDs

We and others have previously demonstrated an important role for PCP signaling in
the pathogenesis of NTDs where novel and rare mutations in PCP genes including VANGLI,
PKI, FZD6, FUZZY, SCRIBBLE]I and CELSRI, were associated with NTDs in a subset of
patients (37—42). All these genes are activators of the PCP pathway and some mutations were
hypothesized to be hypomorphic. In this study and for the first time we demonstrate the
presence of rare and novel mutations associated with NTDs (1.4% or 4 in 285 patients) in an
inhibitor of the PCP pathway that is LRP6. This frequency of 1.4% of novel potentially
pathogenic mutations in LRP6 in NTD patients is very similar to the previously reported
mutation frequencies for other PCP genes in NTDs. All 4 patients were affected with severe
forms of open (2 MMC), and closed (1 encephalocele, 1 caudal agenesis) NTDs. As
compared to other PCP genes previously associated with NTDs, no LRP6 mutation was
detected in the mild forms of closed spinal NTDs. Re-sequencing analysis of LRP6 in a larger

cohort is needed to further investigate this observation.
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Our results in both Wnt canonical and noncanonical readouts assays are consistent with
the hypothesis that LRP6P YRS [ RpePIYBT3CY and LRPEP V38t act as hypomorphs and
LRP6P ™3 acts in Wnt signalling as the wild-type LRP6. The latter is either not
pathogenic or it exerts a very mild effect that could not be detected by these reporter assays.
Enhanced or diminished PCP signaling was previously demonstrated to cause PCP defects but
only in zebrafish and frog models. Our study indicates the importance of a precise regulation

of dosage in PCP signaling in neural tube closure in humans.

The molecular impact of these 3 hypomorphic variants on the function of LRP6 can be
deduced from the known function of the specific domains of the protein to which they map.
Lrp6P Y20 and Lrp6P ™% are located in the first EGF-like domain and in the second
propeller domain (PD) of LRP6 respectively. The first two YWTD B-propeller EGF-like
domains bind to canonical Wnts and seem to mediate the Wnt—Fz interaction during Wnt
canonical signaling (18). These two domains also bind to the Wise family of proteins which
antagonize Wnt/B-catenin signaling through interactions with Lrp6 (31). LRP6P M and
LRP6* ™37 might alter the interaction of LRP6 with Wnt-Fz negatively or with Wise
proteins positively to reduce the Wnt/B-catenin signalling activity and to reciprocally activate
the noncanonical PCP pathway. The variant LRP6PV*'?%" maps to the transmembrane
domain of LRP6. Leucine is a hydrophobic amino acid possessing similar structure to valine
but longer side-chain. This mutation was predicted to be possibly damaging with Polyphen
despite the fact that it is a substitution to a similar amino acid. Clearly, additional tests are

needed to investigate and better define the pathogenic nature of these four LRP6 variants.

Canonical Wnt/[B-catenin and non-canonical Wnt/PCP
signaling: two antagonistic and highly dosage sensitive
pathways

Genetic studies in various animal models demonstrated the existence of a reciprocal
antagonism between both Wnt pathways where inhibiting one pathway will simultaneously

activate the other one. For example, in zebrafish, maternal loss of wnt5b resulted in ectopic -

catenin signaling and a consequent increase in dorsal cell fates (43, 44). In Xenopus ,
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knockdown of Lrp6 and its homologue Lrp5 resulted in PCP defects that were rescued by
knockdown of noncanonical XWnt5a and XWntl1 (16, 17). In mouse, knockdown of Lrp6 led
to PCP defects including exencephaly and heart defects, that were rescued by loss of Wnt5a,
suggesting that these phenotypes could result from noncanonical Wnt gain-of-function (45). In
this study, we identified 4 mutations in Lrp6 orthologues (one in mouse and three in humans)
in NTDs that affected both Wnt pathways in a reciprocal manner, thereby presenting
additional evidence for the existence of such dosage-sensitive antagonism between Wnt

pathways in neurulation.

LRP5 and LRP6: homologues with a pleiotropic role in
human diseases

Mutations in LRP6 gene have been implicated in late-onset Alzheimer’s disease and
familial coronary artery disease associated with diabetes and osteoporosis syndrome (46, 47).
In this study, we extend the mutational spectrum of LRP6 to another complex trait, NTDs,
demonstrating a crucial but pleiotropic role of this gene in developmental diseases. LRP6 has a
homologous gene LRP5 that shares 73% and 64% identity in extracellular and intracellular
domains, respectively (18). Lrp5 knockout mice have normal embryogenesis and grow to
adulthood but show osteoporosis and some metabolic abnormalities. An allelic series of
mouse mutants suggested that Lrp5 and Lrp6 share significant overlapping functions but that
Lrp6 plays a more crucial role, at least during embryogenesis (18). In humans, LRPS5
mutations underlie familial osteoporosis, high bone density syndromes and ocular disorders
(18). Interestingly, Lrp5 was also shown to act as a physiologically relevant inhibitor of non-
canonical Wnt PCP signaling during Xenopus development in vivo (16). These studies
represent LRP5 as a good candidate gene for human NTDs. Additional molecular genetic
studies of LRP5 and LRP6 in human NTD cohorts and animal models are needed to better

dissect their roles in normal and abnormal neurulation.
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Materials and Methods

Maintenance and phenotyping of mice

The Skax26™’* mouse mutant (MGI:3577510) with a looptail phenotype was
generated and identified as part of the chromosome 4 balancer mutagenesis screens at the
Mouse Mutagenesis and Phenotyping Center for Developmental Defects in Texas Medical
Center in Houston (http://www.mouse-genome.bcm.tmc.edu). The study design of the
chromosome 4 balancer chromosomes and the mutagenesis screens have been described
elsewhere in details (24). Briefly, mice homozygous for the chromosome 4 balancer
chromosome (on a C57BL/6BrdTyr-/- Bé6-albino genetic background), which could be
visually recognized by their dark brown coat because of the presence of tyrosinase and K14-
agouti transgenes at the inversion breakpoints were crossed to ENU-injected C57BL/6BrdTyr-
/- (albino) mice. G1 pups that were heterozygous for a potential mutation and the balancer
(light brown coat) were backcrossed to balancer homozygotes (dark brown coat). G2 mice that
were heterozygous for the inversion (light brown coat) were intercrossed and the offspring
(G3) were analyzed. Skax26™"" was identified as a recessive mouse mutant with a looped tail
phenotype in the G3 cross that failed to segregate to Chromosome 4. Skax26™* G3 mutants
were archived as frozen sperm and were consequently recovered at The Jackson Laboratory
(http://jaxmice.jax.org/services/) by using the Assisted In Vitro Fertilization (AIVF) method
with C57BL/6J oocytes. The Skax26™* mutant stock was generated and maintained by
brother-sister matings. For genetic mapping studies, Skax26™"* mutants with a kinked/looped
tail phenotype were backcrossed to129S6/SvEv for four consecutive times and at each
outcross, the “looped” or “kinked” tail recessive phenotype was recovered by brother-sister

Intercrosses.

Two Vangl2"”/+ males on a mixed A/J:B6 background were obtained from Philippe
Gros (McGill University, Montreal, Quebec) and were maintained by crosses to C57BL/6J

mice.
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Mice were examined macroscopically for the presence of a severely “kinked” or “looped” tail.

Embryos were recovered at various stages and examined for the presence of NTDs.

The protocol relevant to support this study was approved by the Institutional

Committee for Animal Care in Research of the Research Center of Sainte Justine Hospital.
DNA extraction and genotyping

Genomic DNA was extracted from mouse tail or embryonic yolk sac using the EZ-10
Spin Column Animal DNA Mini-Preps kit (BS628, Bio Basic Inc. Canada, ON). Phenotype

1Jus -
6" mice,

and genotype were confirmed for all mice included in the study. For the Skax2
genotyping was done by PCR amplification using genomic DNA. Exon 9 of Lrp6 (471 bp)
was amplified using intronic  primers 5’-catgaaacaaatatgtcctgctt-3”°  and @ 5°-
tcagtgtgacttcccaccage-3”. Direct dye terminator sequencing of PCR products was done using
Applied Biosystem’s 3730x] DNA Analyzer technology. The p.lle681Arg mutation was also
detected by EcoRV digestion on Lrp6-exon9 PCR product and visualized on 2% agarose gel.
For the Vangl2"’ mutation, genotyping was done by PCR amplification on genomic DNA for

Vangl2- exon 7 (360bp) as previously described (48).
Homozygosity mapping

For genetic mapping studies, a total of 180 single nucleotide polymorphisms (SNPs)
distributed across the genome were selected for genotyping 37 mice (11 N1F1-N1F4, SN2F1,
2 N3F1 and 19N3F1). These markers were informative for both C57BL/6J; 129S6/SvEvTac
strains and average intermarker distance was 13 Mb. Of these, 31 markers failed to genotype.

To fine map the Skax26™*

candidate region, additional genotyping of the same 37 mutant
mice was done with 19 informative SNPs spanning a 23.4 Mb region defined by rs6200835
and rs30113154 at the telomeric end of chromosome 6. The average intermarker distance was
1.5 Mb. Of these, 3 failed to genotype. Genotyping was done using the Sequenom iPlex Gold

technology at the McGill and Genome Quebec Innovation Center.
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Patients and controls

The patients’ cohort consisted of 285 Italian patients recruited at the Spina Bifida
Center of the Gaslini Hospital in Genova, Italy. All patients were affected with non-syndromic
or isolated NTDs. The distribution of the major NTD forms in this cohort was as follows: 6
cranial closed NTDs (6 encephalocele), 153 open spinal NTDs (153 myelomeningocele) and
126 closed spinal NTDs (17 Lipomyeloschisis, 18 Lipomyelomeningocele, 38 caudal
agenesis, 28 lipoma, 7 tight filum terminale, 2 myelocystocele, 1 meningocele, 11
diastematomyele, 1 meningocele, 3 lipomyelocele). Myelomeningocele was the major NTD
present in this cohort at a frequency of 44%. All NTD patients included in this cohort were
white Caucasians. The control group consisted of 275 Italian healthy individuals with no NTD
family history. All research involving human participants was approved by the Local Ethics
Committee of the Institute of Gaslini, Genoa, Italy. Written informed consent was obtained

from all participating individuals.
Sequencing analyses

The coding exons of mouse Lrp6 (Accession #: NM_008514.4) and LRP6 (Accession
NM_002336.2) were amplified from genomic DNA by PCR using primers flanking the exon-
intron junctions. Primers’ sequences and PCR conditions are available upon request. Direct
dye terminator sequencing of PCR products was carried out using the ABI Prism Big Dye
Systems at the McGill and Genome Quebec Innovation Center. Samples were run on ABI
3700 automated sequencer and analyzed using the SeqMan® sequence assembly and SNP

discovery software (from DNASTAR®).

Human LRP6 mutations were verified for absence in 275 ethnically-matched controls
by sequencing analysis and in 3 public databases dbSNP (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp),
the 1000 genome project (http://www.1000genomes.org) and the NHLBI GO Exome
Sequencing Project (ESP) (http://snp.gs.washington.edu/EVS/). Novel rare mutations (<1%)
were confirmed in a second round of sequencing of the original DNA sample. For novel

missense mutations absent in controls and in public databases, their effect on the protein was
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predicted in silico using the PolyPhen (Polymorphism Phenotyping; http://genetics.
bwh.harvard.edu/pph/) and SIFT (Sorting Intolerant From Tolerant; http://sift.jcvi.org/)

programs. Multiple alignments of orthologous Lrp6 proteins were done using ClustalW.

Cochlear immunohistochemistry and analysis of
stereociliary bundle orientation

Cochlea from E18.5 embryos were isolated under microscope and flat mounted, then
fixed in 4% paraformaldehyde for 1 hour at room temperature, and washed 3X in PBS.
Immunohistochemical staining was done as previously described. At least 30 cells for each
row at the apical, middle or basal region of the organ of Corti were used for quantification per
sample. To determine stereociliary bundle orientation, a line was drawn through the middle of
the “V”-shaped stereocilia (bisecting line). The angle formed between this line and the line
parallel to the mediolateral axis was used for quantifications. In wild-type animals, this angle
is close to 0 degrees. Stereocilia with a deviation from normal larger than 30° were considered
to be misoriented. For statistical analysis, the 2 test was used to compare the distributions of

the various subgroups of hair cells.

Preparation of cell lysates and immunoblot analysis

After 48 hrs in culture, cells were rinsed in ice-cold phosphate-buffered saline (PBS)
and collected in cold lysis RIPA buffer (50 mM Tris-HCI1 pH 7.4, 150 mM NaCl, 1% Triton x-
100, 1% Sodium deoxycholate, 0.1% SDS, 1 mM EDTA) supplemented with protease
inhibitors and spun at 13,000g at 4C for 15 min. Protein concentrations of the supernatant
were determined using the bicinchoninic acid (BCA) assay. Endogenous Lrp6 in MEFS was
detected using Phospho-specific LRP6 antibodies to the A site (S1490) obtained from Cell
Signaling Technology (cat # 2568) and the VSVG-tagged hLRP6 in HEK293T cells using
polyclonal anti-VSVG antibody obtained from Sigma-Aldrich Corporation (cat # V4888). B-
Actin antibody was from NOVUS Biologicals, LLC (cat # NB600-501), secondary antibody to
mouse (cat # ab6789) and rabbit (cat # ab6721) were obtained from abcam.
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Cell cultures and cDNA expression constructs

All cells were cultured in Dulbecco’s Modified Eagle’s medium with 10% FBS and
1% antibiotic and antimycotic cocktail. The L cells that produce Wnt3a were a generous gift
from Dr Sylvain Chemtob and those producing Wnt5a from Nicolas Pilon. To collect the
conditioned medium (CM) (Wnt3a or Wnt5a) from cultures of Wnt3a/5a-producing L cells,
we seeded these cells at a density of 1X10° cells in a 94mm dish containing a 1:1 mixture of
DMEM and HAM F12 supplemented with 10% FCS, and cultured them for 4 days. Then CM
was harvested, centrifuged at 1000 g for 10 min, and filtered through a nitrocellulose

membrane.

The pTOPFLASH (pGL3) vector was a generous gift from Nicolas Pilon. The pCS2-
VSVG-tagged wild-type LRP6 vector was kindly provided by Dr. Xi He. Mouse Lrp6, human
DVL3 and human VANGL?2 constructs were subcloned into the pCDNA3.1 Myc/His A and
pCS2+ expression vectors respectively the SLIC method (49). Site directed mutagenesis was
performed using the PfuTurbo® DNA Polymerase (Stratagene) as directed. Primers used for

cloning and for site directed mutagenesis are provided upon request.

TCF/LEF-1 Wnt/B-catenin and JNK-AP-1 dependent
reporter assays

All mammalian cell transfections in HEK293T cellswere done using either
Lipofectamine® 2000 Transfection Reagent or Polyethylenimine (PEI) and were performed in
triplicates. For the Lef/Tcf reporter assay, HEK293T cells were transfected with [50 ng
TOPFLASH/pGL3-OT, 10 ng pRL-TK and 100 ng of wild-type or mutant LRP6 constructs or
pCS2 vector alone as control] per well in 24-well plates. Following transfection, cells were
grown in DMEM/10%FBS overnight and in Wnt3a-enriched medium for another overnight
before measuring the TCF/LEF-1 activity.

For the JNK-AP-1 reporter assay, HEK293T cells were transfected with a total of [50
ng TOPFLASH/pAP1-Luc, 100 ng DVL3 or 500 ng VANGL2, 10 ng pRL-TK, and increasing
amounts (100-500ng) of LRP6 constructs or pCS2 empty vector control] /well in 24-well
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plates. For functional validation of LRP6 mutations, HEK293T cells were transfected with
(100 ng pAP1-Luc, 10 ng TK-Renilla, and 100 ng of DVL3 constructs alone or with 500 ng
LRP6 wild-type or empty pCS2 vector alone as control] DNA/well in 24-well plates. The
assay was performed using the PathDetect Kit (Stratagene) according to manufacturer’s

instructions (catalogue # 219074-51).

MEFs were prepared from N5F1 embryos at E13.5 using standard procedures and were
transfected with 10 pg reporter vector (pGL3-OT or pAPI-Luc) and 5 pg pRL-TK/60 mm
dish by electroporation, and incubated overnight in DMEM/10%FBS and another overnight in

Wnt 5a or Wnt3a conditioned medium.

pRL-TK (Promega, cat # E224A), which encodes a Renilla luciferase gene
downstream of a minimal HSV-TK promoter, was included in each transfection to control for
transfection efficiency. Dual luciferase reporter assays were performed as described by the

manufacturer (Promega, cat # E1960).
Statistical analysis

Two-tailed Fisher’s exact test was used for statistical analysis of genetic interaction
data between Lrp6°*“?* and VangI2". All reporter activity experiments were carried out at
least three times. Data were represented as mean = SE. Significance of differences between
two groups was tested either by %2 test or Student’s t test. A P value less than 0.05 was

considered as significant.
ACKNOWLEDGMENTS

We would like to thank all participants in this study. We also thank Corinne Saint
Denis, Genevieve Lefebvre, Ruiu Ilaria and Mara Uglietta for technical assistance. We thank
Drs. Philippe Gros (McGill University, Montreal, Quebec) for providing Vangi2" mice,
Nicolas Pilon (University of Québec in Montréal) for providing L. Wnt-5a cells and the
pTOPFLASH (pGL3) vector, Sylvain Chemtob (University of Montréal) for providing L. Wnt-
3a cells and Xi He (Harvard Medical School) for providing the pCS2-VSVG-tagged wild-type

97



LRP6 vector. We also thank A.S.B.I. (Associazione Spina Bifida Italia). ZK has a salary
award from the “Fonds de Recherche du Québec — Santé” and is funded by the
CanadianlInstitutes for health Research. MJJ is funded by NIH grants U54 HD39372 and RO1
CA115503.

98



REFERENCES

1. Niehrs, C. (2012) The complex world of WNT receptor signalling. Nat. Rev. Mol. Cell
Biol., 13, 767-779.

2. Chien, A.J., Conrad, W.H. and Moon, R.T. (2009) A Wnt survival guide: from flies to
human disease. J. Invest. Dermatol., 129, 1614-1627.

3. Maung, S.M.T.W. and Jenny, A. (2011) Planar cell polarity in Drosophila. Organogenesis,
7, 165-179.

4. Montcouquiol, M., Crenshaw, E.B. 3rd and Kelley, M.W. (2006) Noncanonical Wnt
signaling and neural polarity. Annu. Rev. Neurosci., 29, 363-386.

5. Tada, M. and Heisenberg, C.-P. (2012) Convergent extension: using collective cell
migration and cell intercalation to shape embryos. Dev. Camb. Engl., 139, 3897-3904.

6. Wang, Y. and Nathans, J. (2007) Tissue/planar cell polarity in vertebrates: new insights and
new questions. Dev. Camb. Engl., 134, 647-658.

7. Roszko, 1., Sawada, A. and Solnica-Krezel,L. (2009) Regulation of convergence and
extension movements during vertebrate gastrulation by the Wnt/PCP pathway. Semin.
Cell Dev. Biol., 20, 986-997.

8. Wallingford, J.B. (2005) Neural tube closure and neural tube defects: studies in animal
models reveal known knowns and known unknowns. Am. J. Med. Genet. C Semin.
Med. Genet., 135C, 59-68.

9. Bassuk, A.G. and Kibar, Z. (2009) Genetic basis of neural tube defects. Semin. Pediatr.
Neurol., 16, 101-110.

10. Wallingford, J.B., Niswander, L.A., Shaw, G.M. and Finnell,R.H. (2013) The continuing
challenge of understanding, preventing, and treating neural tube defects. Science, 339,
1222002.

11. Juriloff, D.M. and Harris, M.J. (2012) A consideration of the evidence that genetic defects

in planar cell polarity contribute to the etiology of human neural tube defects. Birt.
Defects Res. A. Clin. Mol. Teratol., 94, 824-840.

12. Rossi, A., Biancheri, R., Cama, A., Piatelli, G., Ravegnani, M. and Tortori-Donati, P.
(2004) Imaging in spine and spinal cord malformations. Eur. J. Radiol., 50, 177-200.

13. Peradziryi, H., Tolwinski, N.S. and Borchers, A. (2012) The many roles of PTK7: a
versatile regulator of cell-cell communication. Arch. Biochem. Biophys., 524, 71-76.

99



14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Schwarz-Romond, T., Asbrand, C., Bakkers, J., Kiihl, M., Schaeffer, H.-J., Huelsken, J.,
Behrens, J., Hammerschmidt, M. and Birchmeier, W. (2002) The ankyrin repeat
protein Diversin recruits Casein kinase Iepsilon to the beta-catenin degradation
complex and acts in both canonical Wnt and Wnt/JNK signaling. Genes Dev., 16,
2073-2084.

Li, S., Esterberg, R., Lachance, V., Ren, D., Radde-Gallwitz, K., Chi, F., Parent, J.-L.,
Fritz, A. and Chen, P. (2011) Rackl is required for Vangl2 membrane localization and
planar cell polarity signaling while attenuating canonical Wnt activity. Proc. Natl.
Acad. Sci. U. S. A., 108, 2264—-2269.

Bryja, V., Andersson, E.R., Schambony, A., Esner, M., Bryjova4, L., Biris, K.K., Hall,
A.C., Kraft, B., Cajanek, L., Yamaguchi, T.P., et al. (2009) The extracellular domain
of Lrp5/6 inhibits noncanonical Wnt signaling in vivo. Mol. Biol. Cell, 20, 924-936.

Tahinci, E., Thorne, C.A., Franklin, J.L., Salic, A., Christian, K.M., Lee, L.A., Coffey, R.J.
and Lee, E. (2007) Lrp6 is required for convergent extension during Xenopus
gastrulation. Dev. Camb. Engl., 134, 4095-4106.

He, X., Semenov, M., Tamai, K. and Zeng, X. (2004) LDL receptor-related proteins 5 and
6 in Wnt/beta-catenin signaling: arrows point the way. Dev. Camb. Engl., 131, 1663—
1677.

Pinson, K.I., Brennan, J., Monkley, S., Avery, B.J. and Skarnes, W.C. (2000) An LDL-
receptor-related protein mediates Wnt signalling in mice. Nature, 407, 535-538.

Zhou, CJ., Wang, Y.-Z., Yamagami, T., Zhao, T., Song, L. and Wang, K. (2010)
Generation of Lrp6 conditional gene-targeting mouse line for modeling and dissecting
multiple birth defects/congenital anomalies. Dev. Dyn. Off. Publ. Am. Assoc. Anat.,
239, 318-326.

Kokubu, C., Heinzmann, U., Kokubu, T., Sakai, N., Kubota, T., Kawai, M., Wahl, M.B.,
Galceran, J., Grosschedl, R., Ozono, K., et al. (2004) Skeletal defects in ringelschwanz
mutant mice reveal that Lrp6 is required for proper somitogenesis and osteogenesis.

Dev. Camb. Engl., 131, 5469-5480.

Fossat, N., Jones, V., Khoo, P.-L., Bogani, D., Hardy, A., Steiner, K., Mukhopadhyay, M.,
Westphal, H., Nolan, P.M., Arkell, R., et al. (2011) Stringent requirement of a proper
level of canonical WNT signalling activity for head formation in mouse embryo. Dev.
Camb. Engl., 138, 667-676.

Carter, M., Chen, X., Slowinska, B., Minnerath, S., Glickstein, S., Shi, L., Campagne, F.,
Weinstein, H. and Ross, M.E. (2005) Crooked tail (Cd) model of human folate-
responsive neural tube defects is mutated in Wnt coreceptor lipoprotein receptor-
related protein 6. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., 102, 12843—-12848.

100



24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

Hentges, K.E., Nakamura, H., Furuta, Y., Yu, Y., Thompson, D.M., O’Brien, W., Bradley,
A. and Justice, M.J. (2006) Novel lethal mouse mutants produced in balancer
chromosome screens. Gene Expr. Patterns GEP, 6, 653—665.

Kibar, Z., Vogan, K.J., Groulx, N., Justice, M.J., Underhill, D.A. and Gros, P. (2001) Ltap,
a mammalian homolog of Drosophila Strabismus/Van Gogh, is altered in the mouse
neural tube mutant Loop-tail. Nat. Genet., 28, 251-255.

Ezan, J. and Montcouquiol, M. (2013) Revisiting planar cell polarity in the inner ear.
Semin. Cell Dev. Biol., 24, 499-506.

Montcouquiol, M., Rachel, R.A., Lanford, P.J., Copeland, N.G., Jenkins, N.A. and Kelley,
M.W. (2003) Identification of Vangl2 and Scrb1 as planar polarity genes in mammals.
Nature, 423, 173-1717.

McNeill, H. (2010) Planar cell polarity: keeping hairs straight is not so simple. Cold
Spring Harb. Perspect. Biol., 2, a003376.

Diebler, C. and Dulac, O. (1983) Cephaloceles: clinical and neuroradiological appearance.
Associated cerebral malformations. Neuroradiology, 25, 199-216.

Mao, B., Wu, W, Li, Y., Hoppe, D., Stannek, P., Glinka, A. and Niehrs, C. (2001) LDL-
receptor-related protein 6 is a receptor for Dickkopf proteins. Nature, 411, 321-325.

Itasaki, N., Jones, C.M., Mercurio, S., Rowe, A., Domingos, P.M., Smith, J.C. and
Krumlauf, R. (2003) Wise, a context-dependent activator and inhibitor of Wnt
signalling. Dev. Camb. Engl., 130, 4295-4305.

Caneparo, L., Huang, Y.-L., Staudt, N., Tada, M., Ahrendt, R., Kazanskaya, O., Niehrs, C.
and Houart, C. (2007) Dickkopf-1 regulates gastrulation movements by coordinated

modulation of Wnt/beta catenin and Wnt/PCP activities, through interaction with the
Dally-like homolog Knypek. Genes Dev., 21, 465-480.

Gray, J.D., Kholmanskikh, S., Castaldo, B.S., Hansler, A., Chung, H., Klotz, B., Singh, S.,
Brown, A.M.C. and Ross, M.E. (2013) LRP6 exerts non-canonical effects on Wnt
signaling during neural tube closure. Hum. Mol. Genet., 10.1093/hmg/ddt277.

Murdoch, J.N., Henderson, D.J., Doudney, K., Gaston-Massuet, C., Phillips, H.M.,
Paternotte, C., Arkell, R., Stanier, P. and Copp, A.J. (2003) Disruption of scribble
(Scrbl) causes severe neural tube defects in the circletail mouse. Hum. Mol. Genet.,
12, 87-98.

Etheridge, S.L., Ray, S., Li, S., Hamblet, N.S., Lijam, N., Tsang, M., Greer, J., Kardos, N.,
Wang, J., Sussman, D.J., et al. (2008) Murine dishevelled 3 functions in redundant
pathways with dishevelled 1 and 2 in normal cardiac outflow tract, cochlea, and neural
tube development. PLoS Genet., 4, €¢1000259.

101



36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

Lu, X., Borchers, A.G.M., Jolicoeur, C., Rayburn, H., Baker, J.C. and Tessier-Lavigne, M.
(2004) PTK7/CCK-4 is a novel regulator of planar cell polarity in vertebrates. Nature,
430, 93-98.

Kibar, Z., Torban, E., McDearmid, J.R., Reynolds, A., Berghout, J., Mathieu, M.,
Kirillova, 1., De Marco, P., Merello, E., Hayes, J.M., et al. (2007) Mutations in
VANGLI associated with neural-tube defects. N. Engl. J. Med., 356, 1432—1437.

Bosoi, C.M., Capra, V., Allache, R., Trinh, V.Q.-H., De Marco, P., Merello, E., Drapeau,
P., Bassuk, A.G. and Kibar, Z. (2011) Identification and characterization of novel rare

mutations in the planar cell polarity gene PRICKLEI in human neural tube defects.
Hum. Mutat., 32, 1371-1375.

De Marco, P., Merello, E., Rossi, A., Piatelli, G., Cama, A., Kibar, Z. and Capra, V.
(2012) FZD6 is a novel gene for human neural tube defects. Hum. Mutat., 33, 384—
390.

Seo, J.H., Zilber, Y., Babayeva, S., Liu, J., Kyriakopoulos, P., De Marco, P., Merello, E.,
Capra, V., Gros, P. and Torban ,E. (2011) Mutations in the planar cell polarity gene,

Fuzzy, are associated with neural tube defects in humans. Hum. Mol. Genet., 20, 4324—
4333.

Allache, R., De Marco, P., Merello, E., Capra, V. and Kibar, Z. (2012) Role of the planar
cell polarity gene CELSR1 in neural tube defects and caudal agenesis. Birt. Defects
Res. A. Clin. Mol. Teratol., 94, 176-181.

Robinson, A., Escuin, S., Doudney, K., Vekemans, M., Stevenson, R.E., Greene, N.D.E.,
Copp, A.J. and Stanier, P. (2012) Mutations in the planar cell polarity genes CELSR1

and SCRIB are associated with the severe neural tube defect craniorachischisis. Hum.
Mutat., 33, 440-447.

Weidinger, G. and Moon, R.T. (2003) When Wnts antagonize Wnts. J. Cell Biol., 162,
753-755.

Westfall, T.A., Brimeyer, R., Twedt, J., Gladon, J., Olberding, A., Furutani-Seiki, M. and
Slusarski, D.C. (2003) Wnt-5/pipetail functions in vertebrate axis formation as a
negative regulator of Wnt/beta-catenin activity. J. Cell Biol., 162, 889—-898.

Andersson, E.R., Bryjova, L., Biris, K., Yamaguchi, T.P., Arenas, E. and Bryja, V. (2010)
Genetic interaction between Lrp6 and Wnt5a during mouse development. Dev. Dyn.
Off. Publ. Am. Assoc. Anat., 239, 237-245.

Alarcéon, M. A., Medina, M.A., Hu, Q., Avila, M.E., Bustos, B.1., Pérez-Palma, E., Peralta,
A., Salazar, P., Ugarte, G.D., Reyes, A.E., et al. (2013) A novel functional low-density
lipoprotein receptor-related protein 6 gene alternative splice variant is associated with
Alzheimer’s disease. Neurobiol. Aging, 34, 1709.e9—18.

102



47. Mani, A., Radhakrishnan, J., Wang, H., Mani, A., Mani, M.-A., Nelson-Williams, C.,
Carew, K.S., Mane, S., Najmabadi, H., Wu, D., et al. (2007) LRP6 mutation in a
family with early coronary disease and metabolic risk factors. Science, 315, 1278—
1282.

48. Guyot, M.-C., Bosoi, C.M., Kharfallah, F., Reynolds, A., Drapeau, P., Justice, M., Gros, P.
and Kibar, Z. (2011) A novel hypomorphic Looptail allele at the planar cell polarity
Vangl2 gene. Dev. Dyn. Off. Publ. Am. Assoc. Anat., 240, 839—-849.

49. Li, M.Z. and Elledge, S.J. (2007) Harnessing homologous recombination in vitro to
generate recombinant DNA via SLIC. Nat. Methods, 4, 251-256.

103



FIGURE LEGEND

A 1,0
o9 rs13479079
0,8
o 07
S 06
205 i
5 o u
03 1
£ on 1 I |
04 . i S i L 1 III
U:D /) N astialia WA\ /] [ L - i
2 3 4 5 8 T 0o 1z 13 14 15 16 1718 18
Chromosome
B cC Lrp
Chr. 6 Marker  Mb BS 12055 H1 H2Z H3 H4 HS HE H7 H8 2000 WEREG AL E S
rsB200835 1257 B ENENNNNN f _ /
rsase1620 1278 H D BEEENNNNN Wild \ "|I AN AT
6338678 1201 H [ EEENNNNN typ Y )|I AR ' r" TRV
rsasEEIsE 1316 HCD EEENNNNN C
sanezseze 1327 0 HEAENNNNN Skax2é \ Iﬂll, v -
rs3580603 133.0 HECD B EpgNNNNN SkaxZ§ “\ | II|I \ I \
stz 1352 D EHEEEBEREBECON AR v VY
4226330 138.3 H O EEEEREECN
cesonzez 122z 1 0 WEMHEEBERENOMN D Ile681
rs13470070 140,19 HEC EREEERNCN
rs3858783 1443 . D . . . . B B I:l |! h1LRF& ERIYWIDISLETISRAFM £91
cosszze ws2 M D HEEEBNNON mLrpé RIYWIDISLETISRAFM £91
rs3023105 146.4 H D EENENNOMN rlrpé RIYWIDISLETISRAFHM 540
sezeszer 1wz M0 HEANEBNNDOMN cLrpé RIYWIDISLETISRAFM €4¢
rs3711088 ez B0 BEANEBENNDOMN xLrpé RIYWIDVSLKTISRREL €51
ea0112154 1481 . |:| . . u . u A u zLrpe RIYWIDITLETISRAFM &85
28 1 P 1 11 1 3 dhrrow RIYWIDOESECIFRAFL 770

Figure 1. Identification of the gene mutated in Skax26™/*(A) Homozygosity mapping shows
linkage of Skax26™"*to telomeric position of chromosome 6. The graph shows the percentage
of homozygous mice for C57B1/6J allele for each SNP (n= 149) for each chromosome (n=19).
(B) Haplotype analysis with 16 SNPs places the Skax26™"* genecentromeric to rs3023102 at
135.3 Mb on chromosome 6. Black box, C57BL/6J (B6) allele. Open box, 129S6/SvEvTac
allele (129S6). Black and open box, heterozygous for B6 and 129S6 alleles. H, haplotype (C)
Chromatograms of partial sequences of exon 9 of Lrp6 show a ¢.2042T>G nucleotide change
in Skax26™" | Skax26™ which leads to p.Ile681Arg in the encoded protein. (D) Partial
protein alignments of mouse Lrp6 with 5 orthologues. The p.lle681Arg variant maps to a
highly a conserved region following an YWTD repeat (indicated in bold). Accession numbers:
Homo sapiens LRP6 (hLRP6), NP_002327.2; Mus musculus Lrp6 (mLrp6), NP_032540.2;
Rattus norvegicus Lrp6 (rLrp6), NP_001101362.1; Gallus gallus Lrp6 (cLrp6), XP_417286.3;
Danio rerio Lrp6 (zLrp6), NP_001128156.1; Xenopus tropicalis Lrp6 (xLrp6),
NP_001079233.1; Drosophila melanogaster Lrp6, (dArrow), NP_524737.2.
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Figure 2. Functional validation of the mutant Lrp6P"*'4"¢ in wild-type, heterozygous and
homozygous Lrp6°“?* Jittermates and in HEK293T cells. A. TCF/LEF-1 activity was
measured in EI13.5mouse embryonic fibroblasts (MEFs) in the presence of Wnt3a.
Heterozygous (n=7) and homozygous (n=5) MEFs showed a significantly increased reporter
activity as compared to wild-type fibroblasts (n=5) (t test, P<0.05 and
P<0.00001respectively). B. INK-AP-1 activity was measured in E13.5 MEFs in the presence
of Wnt5a. JNK activity was reduced by half in heterozygous MEFs (n=7) (P<0.05) and
completely absent in homozygous cells (n=4) (P<0.05) as compared to wild-type littermates
(n=4). C. Representative western blots of 3 E13.5 embryos from each genotype (+/+,
Lrp6* 207814 Lrp6™* 251 11 pp65:20-745) show comparable levels of Lrp6 protein expression.
D. TCF/LEF-1 activity was significantly increased in cells transfected with Lrp6/"<®%/4%
cDNA as compared to wild-type Lrp6 (P<0.005). E. Co-transfection of the Lrp6’<®%!4%
cDNA with DVL3 resulted in a significant increase in its ability to inhibit WntSa- induced
JNK activation (P<0.05). F. Representative western blot of HEK293T cells transfected with

Lrp6""“0%'47¢ cDNA shows a protein expression level that was comparable to the wild-type.
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- R gt WA Figure 3. Genetic interaction studies between Lrp6* 2 and
Vangl2". A. Lrp6™*257" |Lrp65“2%™ E18.5 embryos displayed a
kinky tail (arrow) but no neural tube defects (NTDs) as compared to
their wild-type littermates. B. Lrp6*™ 2™ [+; Vangi2" /+ double
heterozygotes showed spina bifida (arrow) as compared to their
wild-type littermates. C. Comparison of hair bundle orientation at
the apical region of the organ of Corti in wild-type, Lrp6>2o/
ILrp6™* 5 Sand - Lip6™“2% |45 Vangl2® /+ at E18.5 Top,
Stereocilia labeled with phalloidin (green). Middle, Diagrams

showing the scoring of hair bundle orientation for the images above.

IHC, Inner hair cells; OHCI1, Inner row of outer hair cells; OHC2,

c central row of outer hair cells; OHC3, outer row of outer hair cells.
o Lo qpepnn s Lpsieanle - Vonptt/e

The genotype is indicated above each column of panels. Bottom,
quantification of the IHC, OHCI, OHC2, and OHC3 bundle
orientations for each of the three genotypes indicated above based on
phalloidin staining. The convention for angular measurements is

shown in the top right corner of the panel.Lrp6™*“?*" /Lrp6* @25

Jus

showed significant defects in OHC3 orientation and Lrp6° 20~/

3m T
%; e 43 VangI2" /+ showed significant defects in OHC2 and OHC3
&x . . . . .
. orientation as compared to their wild-type littermates. For statistical
AT AR MR ¥ B ) e
TRte e MeWERWE MW R R R analysis, the y2 test was used to compare the distributions of the

Qemotation (Dogrees)

various subgroups of hair cells (*, P<0.01; **, P<0.001).
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Figure 4. Rare novel mutations in LRP6 in human neural tube defects (NTDs).
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A. A

schematic diagram of LRP6 showing the approximate locations of the 4 NTD-associated

mutations p.Tyr306His, p.Tyr373Cys, p.Vall386Leu, and p.Tyr1541Cys. B. A partial

alignment of human LRP6 with 5 other orthologous sequences. The LRP6 variants found in

NTD patients affect conserved residues (indicated by arrows). Accession numbers: Homo

sapiens LRP6 (hLRP6), NP_002327.2; Mus musculus Lrp6 (mLrp6), NP_032540.2; Rattus
norvegius Lrp6 (rLrp6), NP_001101362.1; Gallus gallus Lrp6 (cLrp6), XP_417286.3; Danio
rerio Lrp6 (zLrp6), NP_001128156.1; Xenopus tropicalis Lrp6 (xLrp6), NP_001079233.1;
Drosophila melanogaster Lrp6, (dArrow), NP_524737.2.
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Figure 5. Functional validation of NTD-associated mutations in LRP6 using TCF/LEF-1
responsive  Wnt/B-catenin and JNK-AP-1 reporter assays. A. TCF/LEF-1 activity was
significantly decreased in cells transfected with each of the LRP6" ™% [ RpeP ™37 and
LRPG V3%t cDNAs, as compared to wild-type LRP6 (t test, *, P<0.05). This activity was
not affected in HEK293T cells transfected with the LRP6"""°*©* cDNA. B. A representative
western blot analysis of HEK293T cells transfected with each of the 4 variants show protein
expression levels for all LRP6 variants that were comparable to the wild-type. C. INK-AP1-1
activity was significantly inhibited by co-transfection of LRP6 with either DVL3 or VANGL2
in the presence of Wnt5a in a dose dependent manner (t test *, P<0.05). D. Co-transfection of
each of LRP6" TS [ Rper ™37 and LRP6 V%" cDNAs with DVL3in the presence
of Wnt5a resulted in less inhibition of JNK-API1-1 activity as compared to wild-type LRP6 (t
test, *, P<0.05). LRP6" """ behaved like the wild-type LRPG6.
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Table 1. Genotype-phenotypes studies in Lrp6°“**/*

Phenotype
Mice N p-1le681Arg Kinky/Looped Neural tube
genotype at Lrp6 tail defect

N1F1-N1F4 112 12 +/+ 0 NA
adults

30 +/- 13%) NA

70 -/- 8 (11%) NA
N5F1 adults 99 3 +/+ 0 NA

36 +/- 3(8%) NA

60 -/- 32 (53%) NA
N5F1 E12.5- 91 14 +/+ 0 0
E18.5

30 +/- 2(6%) 0

47 -/- 25 (53%)

NA, not applicable.
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Table 2. Analysis of the neural tube defect phenotype in genetic interaction

studies between Lrp6°““?/* and VangI2"?.

Phenotype
Genotype” N Kinky/Looped tail  Spina Bifida
+/+; +/+ 32 0 0
+/+; VangIl2™ |+ 25 10 (40%) 0
Lrp65 26-7us s 44 47 0 0
Lrp6™*™2575 s Vangl2™? 45 36 (80%)" 16 (36%)°

I+

“Lrp65“257 and Vangl2™ embryos from N1, N4 and N5 were genotyped
for the presence of p.Ile681Arg in Lrp6 and p.Ser464Asn in Vangl2™

respectively.

’P<0.005

¢ P<0.001
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Table S1. Novel rare mutations (<1%) in LRP6 in human neural tube defects absent in controls.

Mutation®  Amino acid Polyphen® SIFT” NTD patient”
change®

c.916T>C  p.Tyr306His Benign Tolerated M, DOB 1993, lumbosacral MMC,
tethered cord

c.l1l118A>G p. Tyr373Cys  Probably  Tolerated F.DOB 1998, lumbosacral MMC,

damaging hydrocephalus, CMII

c.4156G>T p.Vall386Leu Possibly Tolerated  F, DOB 2003, intraparietal posterior
damaging encephalocele

c.4622A>G p.Tyrl541Cys  Benign Not F. DOB 2002, sacral agenesis type I,

tolerated lumbosacral meningocele, lumbar
diastematomyelia type II, tethered
cord

“ The DNA mutation and amino acid numbering systems are based on LRP6 cDNA sequence
with the accession NM_002336.2 and LRP6 protein sequence with the accession NP 002327.2
respectively. Nucleotide numbering reflects cDNA numbering with +1 corresponding to the A of
the ATG translation initiation codon in the reference sequence.

b PolyPhen or Polymorphism Phenotyping at http://genetics. bwh.harvard.edu/pph/ and SIFT or
Sorting Intolerant from Tolerant at http://sift.jcvi.org/.

“ DOB: date of birth; CMII, Chiari malformation II; F, female; M, male; MMC.
myelomeningocele
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ABSTRACT

BACKGROUND: Planar cell polarity (PCP) is a major branch of Wnt signaling that
controls the process of convergent extension in gastrulation and neurulation. PCP defects were
associated with neural tube defects (NTDs) that are the most common central nervous system
anomalies. PCP signaling is highly dosage sensitive and exhibits an antagonistic relationship
with the canonical Wnt/B-catenin pathway. Diversin, encoded by Ankrd6, is an ankyrin repeat
protein that activates the non canonical PCP signaling and simultaneously inhibits the
canonical pathway. METHODS: In this study, we analyzed this dual role of ANKRD6in
NTDs. We sequenced its coding region in 473 NTD patients and 150 controls and we
validated the effect of the identified variants on Wnt signaling using reporter assays in
mammalian cells. RESULTS: We identified four rare missensemutations in 0.8% of the NTD
patients and 2 rare missense mutations in 1.3% of the controls. Notably, when all 6 mutations
were validated, only two mutations identified in NTD patients, p.Pro548Leu, p.Arg632His,
significantly altered DIVERSIN activity in Wnt signaling assays in a hypomorphic fashion.
CONCLUSION: Rare missense mutations in ANKRD6could affect a balanced reciprocal
antagonism between both Wnt pathways in neurulation and act as predisposing factors to

NTDs in a subset of patients.
Keywords

ANKRDG6,; DIVERSIN; neural tube defects; planar cell polarity; Wnt/B-catenin signaling
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Introduction

Planar cell polarity (PCP) signaling is one of the non-canonical Wnt signaling
pathways that regulatethe process by which epithelial cells become polarized along the plane
of the epithelium. It was first studied and described in detail in Drosophila where it controls
the orientation of the sensory organ precursor cells of the notum, the ommatidial arrangement
in the compound eye and the hair cells in the developing wing and abdomen (Simons and
Mlodzik, 2008). PCP core members include the highly conserved transmembrane proteins
frizzled (fz), the intracellular protein dishevelled (dsh), strabismus (stbm), Flamingo (fmn),
Prickle (pk) and diego. These PCP proteins form a membrane-associated signaling complex
where their subcellular localization, amount and distribution are crucial for normal PCP
signaling. Downstream effectors of this pathway include the small GTPases of the RhoA
family and JNK that upon activation lead to a variety of cellular responses including
cytoskeletal rearrangements (Simons and Mlodzik, 2008). In vertebrates, these members
mediate the complex morphogenetic process of convergent extension that is essential for
gastrulation and neural tube formation. During this process, cells elongate, move
mediolaterally and intercalate between neighboring cells, leading to convergence towards the
mediolateral axis and extension along the anteroposterior axis (Roszko et al., 2009). Defects
in convergent extension have been linked directly to failure of neural tube closure in mouse

PCP mutants (Wallingford, 2005).

Defects in PCP signaling in mouse and in humans have been associated mainly with
neural tube defects (NTDs). These are the most common anomalies of the central nervous
system affecting 1-2 per 1000 pregnancies (Bassuk and Kibar, 2009; Juriloff and Harris,
2012).NTDs, including anencephaly and spina bifida, arise when the neural tube fails to close
during neurulation early during development. They are categorized into 2 major types: “open
NTDs” where the nervous system and/or meninges are exposed to the environment without
normal skin covering and “closed NTDs” where there is no exposed neural tissue. The latter is
highly heterogeneous and 1is categorized clinically depending on the presence
(lipomyeloschisis, lipomyelomeningocele, meningocele, and myelocystocele) or absence of a

subcutaneous mass (split cord malformations, dermal sinus, and intradural lipoma) (Rossi et
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al., 2004). The risk of NTDs is significantly reduced by 50-70% when supplemental folic acid
is consumed in addition to a healthy diet before conception and during the first month of
pregnancy (MRC Vitamin Study Research Group, 1991). NTDs have a multifactorial and
complex etiology involving both environmental and genetic factors that remain largely
undetermined. Genetic studies in NTDs have focused mainly on folate-related genes and on
candidate genes derived from animal models (Bassuk and Kibar 2009). A few significant
associations have been identified between variants in folate-related genes and an increased risk
for NTDs (Blom et al., 2006) . Recent studies have addressed the possible role of epigenetic
alterations including unbalanced DNA methylation in susceptibility to NTDs. These
alterations can affect expression levels of key neurulation genes and can be directly modified
by various environmental insults or maternal dietary factors such as folate (Blom et al., 2006;

Greene et al., 2011).

Whereas some PCP proteins, such as Vangl2, are exclusively involved in the non
canonical Wnt/ PCP pathway (Torban et al., 2004), others function in multiple Wnt pathways
including the canonical Wnt/ B-catenin dependent pathway (Schwarz-Romond et al., 2002;
Bryja et al., 2009; Chien et al., 2009). In the latter, Wnt binds to Fz and Lrp5/6, and this is
followed by Fz binding to Dishevelled (Dvl) in vertebrates. Dvl then binds and destabilizes
the B-catenin destruction complex that consists of Axin/Conductin, the adenomatous polyposis
coli (APC) tumor suppressor protein, and glycogen synthase kinase 3. This complex
constitutively binds to B-catenin and targets it for poly-ubiquitination and degradation in the
proteosome. When the B-catenin destruction complex is destabilized, B-catenin accumulates in
the nucleus, where it binds to members of LEF/TCF transcription factor family, preventing
their repression of gene transcription and functioning as a transcription co-activator. The
Wnt/B-catenin signaling pathway has a crucial role in mediating cell proliferation and cell fate
during development (Niehrs, 2012). A recent study of a conditional mouse knockout of B-
catenin in the dorsal neural folds has demonstrated the importance of this pathway in caudal
neural tube closure and elongation. In these knockout mice, a diminished expression of Pax3
and Cdx2 at the dorsal posterior neuropore and of the Wnt/B-catenin signaling target genes 7,
Thx6 and Fgf8 at the tail bud lead to spina bifida aperta, caudal axis bending and tail

truncation (Zhao et al. 2014).
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Ankrd6 (Ankyrin repeat domain 6) is a distant homolog of the fly PCP mediator diego
and acts as a molecular switch between both Wnt pathways. It promotes signaling of the non-
canonical Wnt/PCP pathway and simultaneously inhibits gene transcription through the
canonical Wnt/B-catenin pathway (Schwarz-Romond et al., 2002). Diversin, encoded by
Ankrd6, is a cytoplasmic protein with eight N-terminal ankyrin repeat domains, a conserved
central domain and a C-terminal domain (Schwarz-Romond et al., 2002). In Drosophila, it was
demonstrated that its orthologue diego specifically interacts with stbm and pk through its
ankyrin repeats and with dsh through the 181 amino acids just after these repeats (Das et al.,
2004; Jenny et al., 2005). These interactions are essential for asymmetric formation and
localisation of PCP multiprotein complexes. In vertebrates, Diversin interacts directly with
Dvl through its ankyrin repeats and both proteins mediate Wnt/PCP signaling in a mutual
manner in cell cultures and in zebrafish embryos (Moeller et al., 2006). The function of
Diversin as a PCP activator seems to be mediated by its ankyrin repeat domain. Notably,
Diversin also binds to CKle and Conductin or Axin through its central and C-terminal
domains respectively. This leads to recruitment of CKle to the f-catenin degradation complex
leading to phosphorylation and degradation of B-catenin and subsequent inhibition of [-
catenin/TCF signaling (Schwarz-Romond et al., 2002). The dual role of Diversin in both Wnt
pathways seems to be specific to vertebrates; however, its physiological relevance in normal
and abnormal development remains unclear. In this study, we studied the role of DIVERSIN as
a molecular switch between both Wnt pathways in human NTDs. We first analysed the coding
sequence of its gene ANKRD6 in a well characterized cohort of patients affected with various
forms of open and closed NTDs and controls and we next evaluated the effect of rare novel

mutations identified in ANKRD6 on downstream effectors of both Wnt pathways.

Subjects and methods

Our screening strategy of ANKRD6(NM_001242809.1) in human NTDs focused on its
coding region that consists of 2184 nucleotides distributed over 15 exons. Our NTD cohort
consisted of 391 NTD Italian patients and 82 patients (mainly French Canadians) affected with
various forms of open and closed nonsyndromic or isolated NTDs (473) who were

respectively recruited at the Spina Bifida Center of the Gaslini Hospital in Genova, Italy and at
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Sainte Justine Hospital in Montreal, Canada. Details of this cohort are provided elsewhere (De
Marco et al., 2012). Briefly, 44% were males, 97 % were white Caucasians, the mean age at
diagnosis was 2.6 years and the distribution of the major subgroups was 3% cranial, 52% open
spinal, and 45% closed spinal NTDs. The control group consisted of 433 Italian individuals
and 206 Caucasians of French-Canadian origin. Samples from patients and controls were
collected with the approval of the Local Ethics Committees and written informed consent was

obtained from all participating individuals.

Rare mutations (minor allele frequency <5%) identified in ANKRDG6 were verified in
the 1000 Genomes project (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/) and the NHLBI GO Exome
Sequencing Project (Exome Variant Server at evs.gs.washington.edu/EVS). Initial
bioinformatics analysis of these mutations was done using PolyPhen (Polymorphism
Phenotyping; http://genetics. bwh.harvard.edu/pph/) and SIFT (Sorting Intolerant From
Tolerant; http://sift.jcvi.org/) programs. Functional validation of the effect of these mutations
on protein interaction with each of VANGL2, PK1, DVL3, CKle and Axin was done using the
yeast two hybrid system as previously described (Kibar et al., 2007). The wild-type
DIVERSIN open reading frame was cloned in pCDNA3.1 Myc/His A and the human
mutations were introduced in this backbone by in site-directed mutagenesis. The effect of the
DIVERSINvariants on PCP signaling and on canonical Wnt/f3 catenin signaling was tested
using the AP1 responsive JNK reporter assay (PathDetect Kit, Stratagene) and the TCF/LEF-1
responsive Wnt/B-catenin assay using the TOPFLASH/pGL3-OT in mammalian HEK cells
respectively as previously described (Allache et al., 2014). Briefly, HEK cells were transfected
with [100 ng pAPI-Luc, 300 ng pSV-B-Galactosidase, and 100 ng wild-type or mutant
DIVERSINor empty pCDNA3.1 vector alone as control] DNA/well in 24-well plates. For the
TCF/LEF-1 assay, HEK 293T cells were transfected with [150 ng TOPFLASH/pGL3-OT, 300
ng pSV-B-Galactosidase and 50 ng of wild-type DVL3, 100 ng of wild-type or mutant
DIVERSINconstructs or pCDNA3.1 vector alone as control] per well in 24-well plates.All
mammalian cell transfections were doneusing Polyethylenimine (PEI) and performed in
triplicates. Following transfection, cells were grown in DMEM/10% FBS overnight and in

WhntSa-enriched medium (obtained from L Wnt-5a cells) or Wnt3a-enriched medium
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(obtained from L Wnt-3a cells) for another overnight before measuring the TCF/LEF-1 or
JNK-dependent AP1 activity respectively.

RESULTS

Mutation screening of ANKRD6 in NTD patients and
controls

We have identified 4 novel rare missense mutations (c.1643C>T, c.1760G>A,
c.1840G>A, c.1895G>A) in 4 NTD patients that were absent in 471 ethnically-matched
controls. The SNV ¢.1840G>A was reported once in the 1000 Genomes project and the SNV
¢.1895G>A was reported with a frequency of 0.02% (3/12664 chromosomes) in the NHLBI
GO Exome Sequencing Project. All 4 mutations were detected in a heterozygous state in
sporadic cases of NTDs. All variants mapped to the C terminal Axin/Conductin binding
domain of the protein and 3 were predicted to be damaging to protein function using
bioinformatics tools (PolyPhen or SIFT) (Table 1). None mapped close to the exon-intron

junctions and thus most likely does not affect gene splicing.

The ¢.1643C>T variant was identified in a 20 year old Italian female affected by right
anterior thoracic meningocele, hydromyelia, intra-dural lipoma, multiple costo-vertebral
malformations and scoliosis. This variant changes a highly conserved proline residue into
leucine at position 548 (p.Pro548Leu, Supplementary Figure 1). Proline and leucine are both
nonpolar amino acids; however, proline-leucine substitution can be considered a
nonconservative as the size of the hydrophobic side group is significantly increased. The c.
1760G>A variant was detected in a 7 year old female affected with sacral lipomyeloschisis
and posterior meningocele. This mutation changes a weakly conserved arginine residue at
position 587 by glutamine, a nonconservative substitution that removes the positive charge of
the amino acid side chain and changes its size (p.Arg587GIn, Supplementary Figure 1). The
c.1840G>A variant was detected in a 28 year old Italian female affected with sacral
lipomyeloschisis, bilateral flat feet and scoliosis.It changes a moderately conserved valine
residue at position 614 to an isoleucine (p.Val614lle, Supplementary Figure 1). Although a

substitution with isoleucine preserves the hydrophobic character of valine, it introduces a
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bulky side chain, which may have structural or functional consequences. The c.1895G>A
variant was detected in a 12 year old Italian male with caudal agenesis which is a partial
agenesis of sacrum, total agenesis of coccyx, tethered cord, lipoma of the filum, hydromelia
and ano-rectal malformations (Rossi et al. 2004). This mutation changes a moderately
conserved arginine residue at position 632 into a histidine (p.Arg632His, Supplementary
Figure 1). This substitution is conservative; however, histidine is a medium size less polar

amino acid with an imidazole ring compared to the larger basic arginine.

To compare the frequency of rare mutations in ANKRD6in NTD patients versus
controls, we sequenced the whole coding region of this gene in 150 ethnically matched
controls. We identified 2 rare variants in 2 controls: ¢.505C>T and ¢.1397 T>G that lead to
p.Leul69Phe and p.Val466Gly respectively (data not shown). Only the variant, p.Leul69Phe,
was reported with a MAF of 0.1 % (2 in 1258 chromosomes) in the 1000 Genomes project.

Functional validation of rare mutations identified in
ANKRDG6

We first tested the functional effects of each of the 4 NTD variants detected in
ANKRDG on the direct interaction of its encoded protein DIVERSIN with members of the non
canonical/PCP (VANGL2, PK1 and DVL3) and the canonical Wnt/B catenin (CKle and Axin)
pathways using the yeast two hybrid system. All constructs, except for CKle, were expressed
at stable levels in yeast cells (data not shown). All interactions between wild-type constructs
were confirmed in our study including the interaction of DIVERSIN with each of VANGL2
and PK1 previously demonstrated only in Drosophila (Das et al., 2004). None of the 4 NTD
variants detected in DIVERSIN in our cohort affected the various interactions tested,
suggesting the lack of effect on this specific functional aspect of the protein. All Y2H results

are summarized in Supplementary Tablel.

Diversin plays a dual regulatory role in Wnt signaling where it activates the non

canonical Wnt/PCP pathway and simultaneously inhibits the Wnt/f catenin pathway
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(Schwarz-Romond et al. 2002). We consequently tested the effect of the four
DIVERSINvariants identified in NTD patients (DIVPFroo#8ben  pryp-AressiGin - pypyp.-Valoldlle
DIVP-AE032H5) 5 final readouts of both pathways. For PCP signaling, activity of JNK in the
presence of the well known PCP activator Wnt5A was assayed using the AP1 responsive JNK
reporter assay in mammalian HEK293T cells. JNK activity was increased to ~4.5X by wild-
type DIVERSIN transfection in the presence of WntSA (Figure 1A), in agreement with
previous studies. Notably, this activity was significantly lower in cells transfected with each of
the DIVPPO38Let gnd DIVP-AES2HS (HNAs compared to wild-type DIVERSIN, suggesting a
hypomorphic activity for each of these mutants (P<0.01 and P<0.05 respectively) (Figure 1A).
The other 2 variants DIVP-A876I pryp-Valeldlle pohaved like the wild-type allele (Figure 1A).
Protein expression levels for all Myc-tagged DIVERSIN variants were similar to the wild-type
(Fig. 1E).

For investigating the effect of the 4 DIVERSIN NTD-associated variants on canonical
Wnt/B catenin signaling, the TCF/LEF-1 responsive Wnt/B-catenin assay using the
TOPFLASH/pGL3-OT in mammalian HEK cells was used. It was previously shown that
DIVERSIN inhibits DVL3 activation of the Wnt canonical pathway in the presence of Wnt3A
and DVL3(Schwarz-Romond et al. 2002).We consequently tested the effect of the four
DIVERSIN variants detected in human NTDs on this inhibitory role. Transient over-
expression of a full-length myc-tagged DVL3 construct in HEK293T cells in the presence of
Wnt3A gave robust activation of the TCF/B-catenin-dependent luciferase (Figure 1C). This
activation was significantly inhibited by co-transfection of wild-typeDIVERSIN cDNA (P<
0.05 compared to DVL3 alone) (Figure 1C). When DVL3 was co-transfected with each of the
DIVPFes#sher and DIVPAESZHES  yarjants, a significant reduction in the ability of the
mutantDIVERSIN to inhibit TCF/LEF-1 activation by DVL3 was observed (P<0.01 and
P<0.05 respectively) (Figure 1C). The other 2 variants DIVPA876In pypValeldlle pohayed
like the wild-type allele (Figure 1C). This is in agreement with results from the PCP/ JNK
activation assay, confirming that DIVPO8Eet ang DIVP-AESZHS a0t 45 hypomorphs and are
most likely pathogenic.

To compare the functional relevance of the 2 variants identified in DIVERSIN in

controls, p.Leul69Phe and p.Val466Gly, to those identified in NTD patients, we validated
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them using the TCF/LEF-1 responsive Wnt/f-catenin and the AP1 responsive JNK reporter
assays as described above. Both variants identified in controls behaved like the wild-type
allele in both assays suggesting that they do not affect protein function in canonical and non
canonical Wnt signaling pathways (Figure 1 B, D). Protein expression levels for both Myc-

tagged DIVERSIN variants were similar to the wild-type (Fig. 1F).

Discussion

Genetic studies in animal models clearly demonstrate the presence of an antagonism
between both Wnt pathways that is tightly regulated by a group of proteins includingDiversin
and Lrp6 (Schwarz-Romond et al. 2002; Chien et al. 2009; Niehrs 2012). The role of this
antagonism in normal and abnormal developmental processes remains largely undetermined.
In a recent study by our group, we demonstrated the association of rare and novel missense
mutations in LRP6 with human NTDs (Allache et al. 2014). Lrp6 has an opposite regulatory
role in Wnt signaling to Diversin: it activates the canonical Wnt pathway while simultaneously
inhibiting the PCP pathway. We showed that three LRP6 mutations in NTDs affected both
Wnt pathways reciprocally and led to a reduced Wnt canonical activity and enhanced PCP
signaling. In this study, we identified 2 hypomorphic variants in DIVERSIN in human NTDs
that also affect both Wnt pathways, where they led to reduced PCP signaling and enhanced
Wnt canonical activity. These recent data on this group of molecular switches provide
important insights into the role of a tightly regulated and highly dosage sensitive antagonism

between both Wnt pathways in neurulation.

We hypothesize that the two hypomorphic variants detected in DIVERSIN in NTDs
could lead to lessrecruitmentof the p-catenin degradation complex causing an over-
activationof the Wnt canonicalpathway and simultaneous inhibition of Wnt/ PCP signaling,
resulting in defects in neural tube formation. Alternatively, these two variants could have a
direct effect on PCP signaling since it was demonstrated in Drosophila that diego binds
directly to dishevelled and promotes frizzled signalling (Jenny et al. 2005). Additional

experiments in cellular or animal models are needed to further validate either hypothesis and
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to investigate the importance of such dosage-sensitive antagonism between Wnt pathways in

neurulation.

Two other rare variants identified in DIVERSIN in NTD patients did not affect the
protein function in any of the validation assays used in this study. These variants could be
either non pathogenic or could represent very weak alleles and the funtional assays we used
were not sensitive enough to detect a difference. Additional studies in complementary in vivo

models, like zebrafish, are essential for determining the pathogenic nature of these variants.

While the difference in rare mutation frequency between NTD patients ( 4 in 473) and
controls ( 2 in 150) is not statistically significant, it is interesting that both variants identified
in the controls mapped to the ankyrin repeats and CKle binding domains while all 4 NTD-
associated variants clustered in the C terminal Axin/Conductin binding domain of the protein.
Both variants identified in controls did not affect either PCP signaling or Wnt/B-catenin
signaling in the reporter assays used in this study. One could argue that these variants could
represent weak alleles whose effects cannot be detected in the used assays; however, the fact
that these variants were detected in apparently healthy controls increases the likelihood that
they are not pathogenic. Genetic and functional studies in larger cohorts are needed before
drawing major conclusions on the role of novel rare variants in this gene in NTD cases versus

controls.

Although more than 200 genes are known to cause NTDs in mice (Juriloff and Harris
2012), there has been rather limited progress in delineating the molecular basis underlying
most human NTDs. Genetic studies in human cohorts have focused primarily on candidate
genes derived from mouse models and were relatively successful in associating variants in
PCP genes including VANGLI, PK1, and CELSRI with a small fraction (1-2%) of NTD cases
(Kibar et al., 2007; Bosoi et al., 2011). In all of these studies, genetic variants at PCP genes
were incompletely penetrant and it was hypothesized that they must interact with other genes
to modulate the incidence and severity of the disease. In this study, we present additional
evidence for the role of an activator of PCP signaling, ANKRD6, as a predisposing genetic
factor to a small fraction of NTDs. Unfortunately, parents of NTD patients carrying

ANKRD6novel mutations were not available for segregation analyses. Both patients who
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carried hypomorphic variants in ANKRD6 did not represent classical isolated NTDs. In
addition to their NTDs, one patient had multiple costo-vertebral malformations and scoliosis
and the other patient had agenesis of the sacrum and coccyx and ano-rectal malformations.
This polymalformative phenotype could reflect a pleiotropic effect of the gene and/or the
presence of distinct genetic modifiers. Notably, one patient carrying the DIVPFr#8Le
(c.1643C>T) variant was also heterozygous for a potentially pathogenic de novo null mutation,
p.Cys615X (c.1843_1844insA), in FZD6(De Marco et al., 2012). It will be interesting to
examine if these two mutations might act in combination to confer a high risk for developing
NTDs. Future studies aimed at investigating genetic interactions among PCP novel rare
variants identified in NTD patients and aggregation of these rare variants as a class in patients

versus controls will help better understand the overall contribution of this pathway to NTD

pathogenesis.
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Figure 1. Functional validation of rare variants detected in DIVERSIN in NTD patients and
controls using JNK-AP-1 responsive and TCF/LEF-1 responsive Wnt/f-catenin and reporter
assays. A-B. JNK-dependent APlactivity was significantly decreased in cells transfected with
each of the DIVPP#8Eet apd DIVP-AE32HS (DN A, as compared to wild-type DIVERSIN (A).
This activity was not affected in HEK cells transfected with either DIVP-A®S7GM op
DIVPV3014e from NTD patients (A) or DIVPEU19Phe gnd DIvP-Va4668ly (DN As from controls
(B). C-D. TCF/LEF-1 activity in the presence of Wnt3a was significantly inhibited by co-
transfection of DIVERSIN with DVL3. Co-transfection of each DIVPP#¥Let and
DIVP-AE32HS with DVL3 in the presence of Wnt3a significantly reduced this inhibitory effect
(C). DIVPEIPre and DIVP YA cDNAs from NTD patients (C) or DIVPHPre and
DIVPVaH6G cDNAs from controls (D) behaved like the wild-type DIV in the TCF/LEF-1
reporter assay. E-F. Representative western blots of HEK cells transfected with each of the
myc-tagged DIVERSIN variants detected in NTD patients (E) and in controls (F) show protein
expression levels that were comparable to the wild-type. Statistical analysis was done using

the student’s t- test; *, P>0.05.
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dliego SNRODSQTAHVIARRSHSRLNNNFHH 785 dDiego SHSRLNMNFHHLEGTSSNPSPTYSIP 300

Supplementary Figure 1. Rare novel variants in DIVERSIN in human neural tube defects
(NTDs). A. A schematic representation of DIVERSIN. The approximate positions of the rare
missense mutations identified in NTD patients (p.Pro548Leu, p.Arg560GIn, p.Val6141le, and
p-Arg632His) (indicated in bold) and in controls (p.Leul69Phe and p.Val 466Gly) (indicated
in Italics) are shown. B. A partial alignment of human DIVERSIN with 5 other orthologous
sequences. Altered amino acid residues are indicated by arrows. Accession numbers: Homo
sapiens DIVERSIN (hDIV), NP_001229738.1; Mus musculus Diversin (mDiv),
NP_001012453.1; Rattus norvegius Diversin (rDiv), NP_001128441.1; Danio rerio Diversin
(zDiv), NP_919404.1; Xenopus tropicalis Diversin (xDiv), NP_001106372.1; Drosophila
melanogaster Diego, (dDiego), NP_724973.1.
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Table 1. Novel rare mutations (=3%:) identified i ANERDYG n neural tube defect patients and controls.
Mutation AA change  Polyphen SIET JNE- LEF/ Bs# Phenotype
AF1 TCF
Variants detected in pafients "
c.1643C=T p-Pro548len  Bemgn Not + + NA F,DOB 1993, EA-MC.
tolerated hydromyelia, IDL, costo-
vertebral malformation
and scoliosis
c.1760G=A p-Arg587GIn  Possibly Tolerated - - NA F. DOB 20086, sacral
damaging lipomnyeloschisis, sacral
posterior MC
c.1840G=A p-Val6ldlle  Bemipm Tolerated - - r:200296488 F, DOB 1985, sacral
lipomnyeloschisis, BEE,
scoliosis
c.1895G=A p-Argh3lHiz  Probably Mot + + r:200289900 M, DOB 2000, Candal
damaging tolerated agenesis
Variants defected in conirols
cS05C=T p-Leul69Phe  Probably Tolerated - - r:189493829  Apparently healthy
damaging
c1307T=G p-Vald66Gly Benign Not - - Apparently healthy
tolerated

“The DNA mutation and amino acid mmbering systems are based on ANERDG cDINA sequence with the accession NM_001242809.1 and
DIVERSIN protein sequence with the accession NP_001220738 1 respectively.

* All 4 mutations were absent in 471 ethmically matched controls.

Abbreviations: +, significantly different from wt; -, not significantly different from wt; DOB: date of birth; F, female; M male; AA . amine acid;
Pobyphen, polymorphism phenotyping software; SIFT, Sorting Intolerant From Tolerant software; MC, meminzocele; FA-MC, nght anfenorthoracic-
memngocele; DL, mtra-dural lipoma; BFF, hilateral flat feet; TNE-AP], c-Jun N-terownal kinase activator protemn-1; TCEF/LEF, T-cell factorlymphod
enhancing factor.
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Supplementary Table 1. Interacton studies of wild rype and mutant DIVERSIN with DVL3, PE1, VANGL2 and AXTN? using the
yeast two hybrid system.

DIVERSIN (aal-727) DIVERSIN-WN-Terminal | DIVEESIN-C-Terminal (3a269-727)
(mal -287)
wit Mutant® wi wi Mfutant”

DWVL3 (aal-T16) + + + - nd
DVL3-N-Terminal + + - - nd
(aal-395)

DVL3-C-Terminal + + = - nd
(aa3B5-716)

PK1 (aal-831) + + + - nd
PE1-C-Terminal = + T " p
{aa309-831)
Vangl2-C-Terminal + + + - nd
(aa238-521)
AXINZ (aal-843) + + - + +
ANTMN2-N-Terminal + + - + +
(aal-472)
ATIN2 (aa33’-472) + + - + T

Each of the DIVERSIN mmtants, DIVp Pro348Leu. DIVp Arg587GIn, DIVp. Val614Ile, DIV p. Arg632His, was tested for its effect on
interaction with other proteins as indicated.

aa; amino acid; nd: not determined
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ABSTRACT

Background: Neural tube defects (NTDs), including anencephaly and spina bifida, have a
complex etiology. Defects in the planar cell polarity (PCP) signaling pathway have been
strongly associated with NTDs in animal models and human cohorts. In this genetic study, we
examined the core PCP gene CELSRI in NTDs and caudal agenesis cases to determine

whether mutations at this gene predispose to these defects.

Methods: We sequenced the coding region and the exon-intron junctions of CELSRI in a
cohort of 473 patients affected with various forms of open and closed NTDs (412) or caudal
agenesis (61). Novel and rare variants (<1%) were genotyped in a cohort of 639 ethnically-
matched individuals. The effect of novel missense mutations absent in controls and in public

databases on protein function was predicted in silico.

Results: We identified in our cohort one nonsense mutation in exon 1 of CELSRI that
truncates the majority of the protein in one NTD patient and one in-frame 12 bp deletion that
removes a putative PKC phosphorylation“SSR” motif in one caudal agenesis patient. We also
detected a total of 13 novel missense variants in 12 patients (11 NTDs and 1 caudal agenesis)

that were predicted to be pathogenic in silico.

Conclusions: We detected novel CELSRI mutations predicted to be pathogenic in 2.9% of our
NTD cohort and 3.3% of our caudal agenesis cohort. Our findings implicate CELSR1 as a risk
factor for NTDs or caudal agenesis and provide additional evidence for a pathogenic role of

PCP signaling in these malformations.
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Introduction

Neural tube defects are the most common and severe malformations of the central
nervous system, affecting 1-2/1000 live births. They result from failure of neural tube closure
early during embryogenesis, which could occur at any level along the rostrocaudal axis. The
two most common NTDs are anencephaly and myelomeningocele (spina bifida) that affect the
cranial and spinal region of the neural tube respectively (Bassuk and Kibar, 2009).
Anencephaly is characterized by complete absence of the skull and is invariably lethal.
Myelomeningocele (MMC), which is most commonly lumbosacral, involves the protrusion of
the spinal cord through a bony defect within a sac-like membrane that contains cerebrospinal
fluid. MMC 1is compatible with life buts leads to severe and life-long physical and
developmental disabilities. Anencephaly and MMC are referred to as “open” NTDs where the
nervous system and/or meninges are exposed to the environment without normal skin
covering. A heterogeneous group of “closed” NTDs involves no exposed neural tissue or
visible cystic mass and is categorized clinically depending on the presence (lipomyeloschisis,
lipomyelomeningocele, meningocele, and myelocystocele) or absence of a subcutaneous mass
(split cord malformations, dermal sinus, and intradural lipoma). Although periconceptional
folic acid supplementation has significantly reduced the frequency of NTDs, roughly 30% of
NTDs appear resistant to folic acid and these devastating conditions still affect thousands of
families each year (Bassuk and Kibar, 2009). Caudal agenesis is a heterogeneous constellation
of anomalies comprising total or partial agenesis of the spinal column, anal imperforation,
genital anomalies, bilateral renal dysplasia or aplasia, pulmonary hypoplasia, and lower limb
abnormalities (Rossi et al., 2004). Caudal regression is thought to arise from a defect in
gastrulation leading to a deficiency of caudal mesoderm (Aslan et al., 2001). It has been
suggested that there is an etiological relationship between NTDs and caudal agenesis and they

have been considered together in some clinical reviews (Tortori-Donati et al., 2000).

There are few reported associations of NTDs with chromosomal abnormalities and
distinct syndromes. Most cases of NTDs are sporadic with a complex etiology involving both
environmental and genetic factors that remain largely uncharacterized (Bassuk and Kibar,

2009). Of the genes that have been associated with NTDs, planar cell polarity (PCP) genes
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have been implicated as predisposing factors in a fraction of isolated NTDs (Kibar et al., 2007;
2009; 2011; Bosoi et al., 2011; Seo et al., 2011). The PCP pathway, also called the non-
canonical Frizzled/Dishevelled pathway, controls the polarity of cells within the plane of an
epithelium in numerous tissues in both Drosophila and vertebrates. A group of “core” PCP
genes was initially identified in the fly and include: frizzled (fz), dishevelled (dvl), vang gogh/
strabismus(vang/stbm), flamingo (fmi), prickle (pk) and diego (dg) (Simons and Mlodzik,
2008). These genes are highly conserved in vertebrates where they mediate a complex
morphogenetic process called convergent extension (CE) during gastrulation and neurulation.
CE reflects a polarized cellular rearrangement that leads to the narrowing and lengthening of
the embryonic axis during gastrulation and of the neural plate during neurulation. Mutations in
PCP genes lead to a wide range of developmental defects mainly a shortened body axis, a
widened neural plate and neural tube defects (Simons and Mlodzik, 2008). In humans, rare
and novel mutations at VANGLI, VANGL2 and PRICKLEI (homologs of Vang/Stbm and Pk
respectively) were associated with NTDs in a subset of patients (Kibar et al., 2007; 2009;
2011; Bosoi et al., 2011).

CELSR1-3 (for Cadherin EGF LAG Seven-pass G-type Receptorl-3), homologs of the
PCP core gene Fmi, are evolutionary conserved seven-pass transmembrane receptors that
belong to the cadherin superfamily. Cadherins are calcium-dependent cell adhesion molecules
that are implicated in many biological processes, including cell signaling during
embryogenesis, and the formation of neural circuits. CELSR proteins contain nine N-terminal
cadherin repeats, followed by eight EGF-like domains, seven putative transmembrane
segments and an anonymous intracellular C-terminus (Takeichi, 2007). Celsr1-3 are broadly
expressed in the nervous system at early developmental stages, and each paralog showed
characteristic expression patterns in the developing CNS (Tissir et al., 2002). To date, only
Celsrl was shown to cause NTDs when mutated in mice. In fact, homozygous mouse mutants
generated by N-ethyl-N-nitrosurea (ENU) and carrying missense mutations within the coding
region of Celsrl exhibit a severe form of NTDs called craniorachischisis where the neural tube
remains open from the midbrain/hindbrain boundary throughout the spinal region (Curtin et
al., 2003). In zebrafish, knockdown of the Celsr/ homologous gene product with antisense

morpholino oligonucleotides caused CE defects manifested mainly by marked shortening of
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the anteroposterior axis (Formstone et al., 2005). Given these data, along with the strong
implication of PCP signaling in NTDs, we hypothesized that CELSRI mutations might
increase the risk for NTDs in a proportion of affected cases and that they might also affect risk

for caudal agenesis.

Subjects and Methods

The patients cohort consisted of 391 Italian patients recruited at the Spina Bifida
Center of the Gaslini Hospital in Genova, Italy and 82 patients (mainly French Canadians)
recruited at Sainte Justine Hospital in Montreal, Canada. The majority of patients included in
this cohort (97%) were white Caucasians. Details of this cohort were as previously described
(Supplementary Table I; De Marco et al., 2011). Patients (N=473) were affected with non-
syndromic or isolated NTDs (412) or caudal agenesis (61) and were diagnosed according to
Tortori-Donati classification (Tortori-Donati et al., 2000; Rossi et al., 2004; 2006). The
distribution of the major subgroups in the NTD cohort was as follows: 3% cranial, 52% open
spinal and 45% closed spinal NTDs. Myelomeningocele was the major NTD present in the
NTD cohort at a frequency of 52%. All caudal agenesis patients included in this study had
spinal defects. Around 19% of patients had a positive family history documented by clinical
records (MRI and X-ray images). The control group consisted of 639 ethnically-matched
individuals including 433 Italian individuals and 206 Caucasians of French-Canadian origin.
Samples from patients and controls were collected with the approval of the Local Ethics

Committees and written informed consent was obtained from all participating individuals.

Our screening strategy of CELSRI focused on the coding exons where most of the
disease-associated mutations are found (Stenson et al., 2009). The entire coding region of
CELSRI of 9042 nucleotides is distributed over 35 exons (GeneBank accession number
AF231024; ENST00000262738). The coding region of CELSRI along with the exon-intron
junctions were amplified in 42 PCR amplicons and sequenced using the Big Dye Terminator
Ready Reaction Mix (ABI, Carlsbad, California, USA). Samples were run on the ABI Prism
Big Dye Systems at the Genome Quebec Innovation Center (Montréal, Québec, Canada) and
analyzed using the SeqMan® sequence assembly and SNP discovery software (DNASTAR®,

Madison, Wisconsin, USA). All sequence variations were queried against three public
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databases: the dbSNP (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp), the 1000 genome project
(http://www.1000genomes.org) and the NHLBI GO Exome Sequencing Project (ESP)
(http://snp.gs.washington.edu/EVS/). Novel rare mutations (<1%) were confirmed in a second
round of sequencing of the original DNA sample. The level of conservation of affected
residues was evaluated following multiple alignment of 7 orthologous CELSRI1 proteins
(human, dog, cow, mouse, rat, zebrafish and fly) using the CLUSTALW program (http://npsa-
pbil.ibcp.fr) (data not shown). The potential pathogenic impact of novel rare mutations
identified in CELSRI was first validated genetically using allelic association (i.e. absence of
the variant in healthy control subjects). For novel missense mutations absent in controls and in
public databases, their effect on the protein was predicted in silico using the PolyPhen
(Polymorphism Phenotyping; http://genetics. bwh.harvard.edu/pph/) and SIFT (Sorting

Intolerant From Tolerant; http://sift.jcvi.org/) programs.

RESULTS

Here, we report a genetic molecular study of CELSRI by re-sequencing analysis in a
large multi-ethnic cohort of patients. We included both open and closed forms of NTDs and
caudal agenesis in our study to test the hypothesis whether a defective PCP signaling resulting
from mutations in CELSRI could represent a common underlying pathogenic mechanism. We
detected a total of 30 novel rare mutations (<1%) in CELSRI in 32 patients that were not
reported in the public databases (Table 1) (Fig.1). Detailed clinical information on these
patients is listed in Supplementary Table II. The DNA mutation and amino acid numbering
systems are based on CELSR1 cDNA sequence with the accession NM_014246 and CELSR1
protein sequence with the accession NP_055061.1 respectively. Nucleotide numbering reflects
cDNA numbering with +1 corresponding to the A of the ATG translation initiation codon in
the reference sequence. All of these mutations (except p.Asn2230Ser) were detected in a
heterozygous state and most of them were private. None of these mutations mapped close to

the exon-intron junctions and hence they most likely do not affect gene splicing.

Of these novel and rare CELSRI mutations detected in our cohort, 27 were absent in all
controls analyzed and included a 12 bp in frame deletion in exon 34 (c.8887_8898del12), one

nonsense mutation in exon 1 (p.GIn834X) and 25 missense mutations distributed along the
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entire gene (Table I, groups 1 and 2) (Fig. 1A-C). The in-frame deletion in exon 34
(c.8887_8898del12) was detected in a male affected by caudal agenesis type II (according to
Pang classification) with hydromyelia and tethered cord. The chromatogram of this deletion is
depicted in Fig.1C. The mother was affected by congenital scoliosis and a maternal second
degree cousin was born with club feet malformation. The deletion was detected in the mother
and absent in the father. Although in-frame, this deletion, p.Ser2963_Thr2966del, is
particularly interesting as it affects 4 highly conserved residues “SSRT” and importantly it
removes an “SSR” motif that was identified as a putative phosphrylation site by PKC after
scanning the sequence of the cytoplasmic part of CELSR1 against PROSITE patterns and
profiles (prosite.expasy.org) (Fig.1D).

The wvariant p.GIn834X was detected in a sporadic case affected with
myelomeningocele localized in DI12-L1, Chiari II malformation, hydrocephalus and
hydromyelia. The chromatogram of this deletion is shown in Fig.1B. This variant was detected
in the apparently normal father. This nonsense mutation occurs in the Cadherin 6 domain in
exon 1 and truncates the majority (~3/4) of the protein. To our knowledge, this is the first
description of a truncating mutation in CELSR] in a pathological condition, in this case NTDs.
The dbSNP database includes one entry (rs142032661) in exon 14 of CELSRI that represents
a frameshift deletion, ¢.5884delG, predicted to lead to a premature truncation. However, this
variant was reported only once and was not validated by the submitter, presenting most likely
an artifact of alignment errors in short mononucleotide runs. No nonsense mutation or
frameshift truncating deletion or insertion was reported for CELSRI in the~2500 exomes

included in the NHLBI Exome Sequencing Project.

A total of 13 rare and novel missense mutations detected in 12 patients (11 NTDs and 1
caudal agenesis) and absent in controls were predicted to be damaging or having functional
relevance according to the PolyPhen or/and SIFT programs (group 1, Table I). The majority of
these mutations affected highly conserved amino acid residues among CELSRI orthologues
(data not shown) and were nonconservative. Five of these variants, p.Arg541Trp,
p.Val551Met, p.Arg835Cys, pVall008Leu and p.Argl456GlIn, were conserved across all 6

vertebrates analyzed (data not shown). Interestingly, one of these variants, pVal1008Leu, was
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also conserved in the fly and mapped to the cadherin repeat of the extracellular domain of
CELSRI1, the same domain where two previously-identified ENU-induced mouse mutations

(p-Asp1040Gly and p.Aspl1110Lys) were detected (Curtin et al., 2003).

A total of 12 novel and rare missense mutations were identified in 14 patients (10
NTDs and 4 caudal agenesis) and absent in all controls analyzed and in public databases were
predicted to be tolerated or benign based on Polyphen and SIFT analyses (group 2, Table I). In
addition, we detected 3 novel rare variants in CELSRI in 5 NTD patients that were present in
our controls’ group (also at a rare frequency), and two of which were predicted to be
pathogenic based on bioinformatics analyses (group 3, Table I). Group 2 and group 3 variants
of CELSRI listed in Table I were kept unclassified as their potential pathogenicity was not

supported by both genetic and bioinformatics analyses.

In addition to these 30 novel and rare mutations identified in CELSRI in our
patients’cohort, we detected in this gene two novel common variants, p.Asn1884Ser and p.
Ser2919Asn, at a frequency of 1.9% and 11.9% respectively. These two variants were not
conserved and were predicted to be tolerated or benign based on Polyphen and SIFT analyses
(data not shown). We next tested for association between common variants in CELSRI and
human NTDs. Our case group consisted of 164 Italian patients affected with
myelomeningocele (the major NTD subtype and major ethnic group in our cohort) and our
control group included 184 ethnically-matched controls. SNPs included in this analysis
consisted of the 2 novel variants detected in CELSRI (p.Asn1884Ser and p. Ser2919Asn), 3
common SNPs previously reported and predicted to be pathogenic in silico (rs11704506,
rs4823561, rs4823850) and 10 tagSNPs selected from the HapMap CEU population
(rs9615969, 1s8138290, rs6008793, 1s9615358, rs10470293, 1rs6520023, 1s2223515,
1s9616036, rs9616040, rs5767253) (data not shown). No significant association was detected
between any of these SNPs and the myelomeningocele phenotype, consistent with previous
findings (Wen et al., 2010). Genetic studies of common variants at CELSR! in larger NTD

cohorts are needed before drawing final conclusions on their associations to the disease.
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Discussion

A large number of candidate gene studies in animal models and human cohorts support
an important role for the PCP pathway in the pathogenesis of NTDs. In this study, we analysed
one core PCP gene CELSRI in a large cohort of various types of open and closed NTDs and
caudal agenesis. We detected in our cohort a total of 13 novel missense variants in CELSR]
that were predicted to be pathogenic in silico. Importantly, we identified for the first time a
nonsense mutation, p.GIn834X, in CELSRI in an NTD patient. This mutation removes the
majority of the protein (aa834- aa3013) including the central portion of the protein that
normally interacts with Fz and its cytoplasmic C-tail important for homotypic intracellular
interactions of Celsrl during PCP signalling (Chen et al., 2008). While the impact of the
p-GIn834X truncation will need to be evaluated, it is quite plausible that the truncation could
affect CELSR1’s role in PCP by affecting its interaction with Fz and/or homotypic
intracellular interactions; alternatively, the truncated form of the protein could acquire novel

toxic roles in established or unknown abnormal interactions.

We also detected in our caudal agenesis cohort one in-frame 12 bp deletion,
p-Ser2963_Thr2966del, that removes a putative PKC phosphorylation “SSR” motif.
TheCELSR1protein is predicted to contain seven membrane spanning domains having
homology to a group of peptide hormone binding G-protein coupled receptors (GPCRs) (Usui
et al., 1999). Structurally, GPCRs are characterized by an extracellular N-terminus, followed
by seven transmembrane a-helices and an intracellular C-terminus. The C-terminus of GPCRs
often contains serine (Ser) or threonine (Thr) residues that, when phosphorylated, increase the
affinity of the intracellular surface for the binding of scaffolding proteins. Removal of these
phosphorylation sites could affect this affinity and downstream signalling pathways (Tobin et

al., 2008).

Both CELSRI variants, p.GIn834X and p.Ser2963_Thr2966del, were detected in one
unaffected parent. The variant p.Ser2963_Thr2966del segregated with the caudal agenesis
phenotype in the affected proband and with scoliosis in the mother. Our findings are consistent

with other genetic studies of the PCP pathway in NTDs where mutations associated with the
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disease were found to be partially penetrant (Kibar et al., 2007; 2009; 2011; Bosoi et al., 2011;
Robinson et al., 2011).

We detected novel rare CELSRI variants in both open (13 myelomeningocele) and
closed (3 lipoma, 2 tight filum terminale, 2 lipomyelomeningocele, 3 lipomyelocele, 1
diastematomyelia and 2 of unknown type) forms of NTDs and in 6 cases of caudal agenesis,
suggesting potential common molecular etiologies. Even if NTD patients presented with
various and distinct phenotypes, they were all diagnosed clinically as being affected with
NTDs based on the classification of Tortori-Donati et al. (2000) and Rossi et al. (2004; 2006).
One mutation, p.Asn2230Ser, was identified in two sisters affected with myelomeningocele.
Two patients were compound heterozygotes for mutations in CELSRI: one patient affected
with lipoma and tethered cord was heterozygous for p.Ser2190Leu and p.Ala2228Val, and
another patient affected with lipomyelomeningocele was heterozygous for p.Thr1443Pro and

p.Pro2937Leu.

Our cohort in this study overlapped with the cohorts used in our previous studies of 3
other PCP genes, VANGLI, VANGL2 and PRICKLE] (Kibar et al., 2007; 2009; 2011; Bosoi et
al., 2011). We identified two patients that were double heterozygotes for variants in VANGLI
and CELSRI: p.Argl75Trp (VANGLI) and p.Arg2229Cys (CELSRI) were detected in one
patient affected withmyelomeningocele, Chiari II malformation and hydrocephalus; and p.
Glu25Lys (VANGLI) and p. Aspl889Asn (CELSRI) in one patient affected with spinal
lipoma. As additional sequencing data will be available for PCP genes in NTD cohorts, the
list of patients carrying novel and rare mutations in more than one PCP gene will keep
expanding. While additional tests are needed to demonstrate pathogenicity of these PCP
mutations and potential genetic interactions among them, these findings are consistent with the
multifactorial model proposed for NTDs where mutations at many genes interact among each

other and with other environmental factors to modulate the incidence and severity of NTDs.

Novel rare CELSRI variants identified in our study were detected in 27 sporadic cases
(21 NTDs, 6 caudal agenesis) and 5 familial NTD cases. For familial cases carrying PCP
mutations, PCP testing seems to hold promise as a clinical tool where identification of

mutations in PCP genes would permit better counseling strategies for recurrence risks for
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families affected with NTDs. Since PCP mutations are not completely penetrant (andmost of
the time present in one of the unaffected parents), it would still not be possible to offer an

accurate recurrence risk after identifying a mutation in a PCP gene.

The number of NTD patients carrying novel CELSRI mutations predicted to be
pathogenic that we detected in this study (12 of 412; 2.9%) is comparable to other studies of
PCP genes in NTDs (1% for VANGL2; 2.1% and 1% for VANGLI and 0.8% for PRICKLET)
(Kibar et al., 2007; 2009; 2011; Bosoi et al., 2011). The major form of NTDs in our cohort
was myelomeningocele (MMC) (52% or 214/412 patients) that represents the most common
form of NTDs. When analyzed separately, a total of 13 MMC patients (6% or 13/214) carried
novel and rare mutations in CELSR]I that included one nonsense mutation and 4 missense
mutations predicted to be pathogenic in silico. For the caudal agenesis cohort, a total of 6
caudal agenesis patients (9.8% or 6/61) carried novel and rare mutations in CELSRI, that
included one in-frame 12 bp deletions and one missense mutation predicted to be pathogenic

in silico.

Our findings are consistent with a recently published study of potentially causative
mutations in CELSR] in fetuses affected with the severe NTD craniorachischisis (Robinson et
al., 2011). Importantly, 3 CELSRI mutations detected in the study of Robinson et al. (2011)
exhibited a profound alteration in subcellular protein localization in polarized Madin Darby
canine kidney (MDCK) epithelial cells (strain II), suggesting a defective PCP protein
trafficking to the plasma membrane as a likely pathogenic mechanism for these mutations in
NTDs (Robinson et al., 2011). While future investigations will be necessary to establish if
CELSRI mutations detected in our cohort affect the protein function in PCP signaling, our
study and that of Robinson et al. (2011) enlarge the spectrum of mutations that link PCP
signaling to NTDs and caudal agenesis pathology and will help better understand the role of

this tissue polarity pathway in abnormal development.
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Figure 1. Novel CELSRI mutations in neural tube defect (NTD) and caudal agenesis patients. A. Schematic representation of the
CELSRI1 predicted protein structure (Accession number QINYQ6) with the domains (left) and approximate position of different
NTDs mutations (right) indicated by arrows. Variants in CELSR1 detected in NTDs patients and predicted to be potentially
damaging are indicated in bold. Abbreviations: aa, amino acids; EGF, epidermal growth factor; GPS, G protein-coupled receptor
proteolytic site; TM, transmembrane. B. Sequence trace of control (fop) and mutant (bottom) DNA showing the heterozygous
p.GIn834X mutation. C. Sequence trace of control (top) and mutant (bottom) DNA showing the heterozygous Ser2963_Thr2966del
mutation. D. A multiple partial sequence alignment was performed for three isoforms of human CELSRI against its closest
orthologues from 9 other species, using Clustal W. The CELSR1 Ser2963_Thr2966del variant affects conserved residues (indicated
by arrows). In red, residues predicted to be a putative PKC phosphorylation site. Accession numbers: human CELSRI1
(huCELSR1), NP_055061; human CELSR2 (huCELSR2), NP_001399 ; human CELSR3 (huCELSR3), NP_001398; white-cheeked
gibbon CELSRI1 (giCELSR1), XP_003278631; rhesus monkey CELSR1 (thCELSR1), XP_001111116; cow CELSRI1
(coCELSR1), XP_600703; mouse CELSR1 (moCELSR1), NP_034016; rat CELSR1 (raCELSR1), XP_001070474; zebrafish
CELSRI1 (zeCELSR1), XP_002661517; frog CELSR1 (frCELSR1), XP_002932249; chicken CELSR1 (chCELSR1), XP_423746;
and fruit fly CELSR1 (ffCELSR1), NP_001188903.
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Table 1. Novel rare nutations (= 1%) identified in CELSR] in human neural tube defects.

Mutation AA change Exon Domain Pohphen” SIFT Patients
Group 1: variants potentially damaging and absent in confrols
c.1621C—>T p-Arg341Trp 1 Cadherin3 + + 1 MMC
c1651G—=A p-Val551Met 1 Cadherin3 - + 11MC
c2502C—T p.Gin834X 1 Cadhenin 6 + N/A 1 MMC
c2506C—T p-Arg836Cys 1 Cadherin § + - 1 Lipoma
e 3022G->C p-Vall008Len 1 Cadherin 8 - + 1TFT
c4202A->G p-Aspl401Gly 3 EC + - 1 MMC
c4327AC p-Thrl443Pro 3 LamG-likel + - 1 IMMCe
c4367G—=A p-Argl456Gn 3 LamG-likel + - 1CA
c4576C—T p-Argl526Tmp 5 LamG-likel + + 1 MMC
c5503C—>T p-Argl835Cys 11 LamG-like2 + + 1 MMC
c.6361C—T p-Arg2121Cys 18 EC + + 1 LMMC
c.6560C—T P-Ser2190Len 19 EC - + 1 Lipoma®
c.6683C>T p-Ala2228Val 19 EC - + 1 Lipoma®
e T075C—T p-Arg2359Cys 2 EC + + 11MC
c.2887_8808dell? p.Ser2063_Thr2966del 34 Cytoplasmic NA NA 1CA
Group 2: variants absent in controls
c22T0A—G p-Gln737Arg 1 Cadhenin 5 - - 1TFT, IMMC
c2800G—A p-Gly934Arg 1 Cadherin 7 - - 1 MMC
c3T30G—=A p.Vall244]le 2 EC - - 1CA
c4003G—A p-Aspl365Asn 2 EGF-likel - - 1CA
c4882G—=C p-Glyl628Arg T LamG-likel - - 1CA
e 3635TG—A p-Argl886His 12 EGF-like3 - - 1 MMC
e 5665G—=A p-Aspl889Asn 12 EGF-like5 - - 1 Lipoma
e 3926C—A pProl976Thr 14 EGF-like - - 11MC
c.6224C—T P Ala2075Val 16 EC - - 1CsSD
c.66B0AG p-Asn?2305er 19 EC - - 2 MMC
c. T015G—=A p-Ala2339Thr 21 EC - - 1CA
c.8846G—A p-Arg2049Gin 34 Cytoplasmic - - 1 MMC
Group 3: variants present in controls
cS176A—G p.Serl 726Gly" 9 Lam(G-like2 - - IMMC, 1 DM
c. 7034 C—»T p-Pro2352Ser” 21 EC + + 1 MMC,1C5D
c.8810C—T pPro2037Len” 34 Cytoplasmic + + 1 IMMC*

The DNA mutation and amino acid numbenng systems are based on CELSRE] cDINA sequence with the accession
NM_014246 and CELSE1 protein sequence with the accession NP_055061.1 respectively.

EPDlyphmpredwhonsfmmmdchmges ++ for probably damaging ; +furpmsibl3rdmnaging' for bemgn_

bgIFT predictions for amme acid changes: “+7 predicted to affect protein fimetion ;

-7 predicted to be tolerated.

“The same patient carried both p. Thrl443Pro and p. Pro2937Len variants; The same patient camied p.Ser2190Len and
p.Ala2228Val variants; “The variants p.Ser] 726Gly, p.Pro2352Ser and p. Pro2937Len were presentin 1, 3 and 1
confrol(s) respectively. Abbreviations: CA, candal agenesis; DM, diastematomyelia; EC, extracellular; EGF epidermal
growth factor; LamG, LamiminG; MMC: Myelomenmngocele; LMC, lipomyelocele; LMMC: [Jpomjne]omenmgoce]e,
C5D, closed spinal dysraphism; TFT, tight film terminale.
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Supp. Table I. Characteristics of the 473 NTDs patients

Ethnic origin 459 White Caucasian , 5 Hispanic, 3 Haitian, 4
North-African, 2 Middle Eastern Asiatic
Male sex (%) 44
Mean age (yr) 2.6
Cranial dysraphisms 11
Anencephaly |
Cephalocele 10
Open spinal dysraphisms 215
Myelomeningocele 214
Myelocele |
Closed spinal dysraphisms 186
Lipomyelomeningocele 3
Lipomyeloschisis 3
Terminal myelocystocele |
Meningocele 12
Lipoma 48
Tight filum terminale 17
Dermal sinus 3
Diastematomyelia 17
Unknown type 17
Caudal agenesis 61
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Supp. Table 2. Summary of all sequence variants of FZD3 and FZD6 genes identified in 1112 subjects

Variant type Total Common/Rare” Never reported/Known’
Synonymous 11 417 6/5
Missense 14 3/11 7/7
Insertion/Deletion 1 0/1 1/0
Intronic 12 4/8 7/5
Splice sites 0 0/0 0/0
3'UTR 2 1/1 1/1

Total 40 12/28 22/18

‘Common mutations are defined those having a minor allele frequency (MAF)> 1% and rare
mutations include those having a MAF<1%.

"Never reported mutation group include all variants that were reported in any database; the known
group contains all variants previously registred in databases.

Rare potentially deleterious variants are m bold
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Supp. Table 3. Common and known (rs ID) variants of FZD3 and FZD6 genes.

Variant Location Nucleotide Patients Controls
change® Frequency Frequency
(N=473) (N=639)
FZD3
p-Leul45Leu (1s2241802) Exon 3 c.435A>G G=0.51 G=0.53
FZD6
p-Glu2Glu (153736047) Exon 1 c.6A>G G=0.00 G=0.35
p-Met33Val (1s827528) Exon 1 c.97A>G G=0.00 G=0.30
153104026 Intron 2 c.374+74G=>C C=0.36 C=0.35
r$827550 Intron 2 c.375-37G>A A=0.35 A=0.37
p-GInl52Glu (rs 61753730) Exon 3 c.454C>G G=0.03 G=0.03
p-Leu2541Leu (1s3808554) Exon 3 c.762A>G G=0.45 G=0.41
p-Met345Leu (1s3808553) Exon 3 c.1033A>C C=0.46 C=0.36
1s12707777 Intron3  ¢.1392+122A>T T=0.08 T=0.07
1s2270525 Intron4  ¢.1541+75T=C C=0.20 C=0.15
p-Pro690Pro (1s1053917) Exon 6 c.2070G>A A=0.48 A=0.42
152934725 3'UTR Cc.*85A>G G=0.97 G=0.96

“The GenBank RefSeq numbers for the two genes are: FZD3 NM 017412.3 and NG 029723.1 and
FZD6 NM 001164615.1 and NG 028909.1. Nucleotide numbering reflects cDNA numbering with +1
corresponding to the A of the ATG translation 1nitiation codon 1 1n the reference sequence.
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Supplementary Table II. Characteristics of neural tube defect patients carrving novel and rare ntations in CELSRI.

Sex, age Variant® Family NTD Climical description
history Type
F, 15 yrs pArgs5dlTrp Sporadic Open Myelomeningocele, Chiar II malformation , hydrocephalus, hydromyelia
F,Byms p-Vals51M et Sporadic  Closed Lipomyelocele
F,Qys p.GIn75TArg Sporadic Open Myelomeningocele, Chiar II malformation , hydromyelia , hydrocephalus
F, 18 yi= p.GIn75TArg Sporadic  Closed Tight filom terminale
F, 25 y1s p-Gln834X Sporadic Open Myelomeningocele, Chiari IT malformation , hydromyelia in D12-L1, hydrocephalus,
vesical-ureteral unfuncionality
ML 12 y1s pArgi3sCys Sporadic  Closed lipoma, tethered cord
ML 17 y1s p.Gly?34Arg Sporadic Open Myelomeningocele, Chiari IT malformatien , hydrocephalus
M. 14 31 p-ValltdSLen Sporadic  Closed tizht filom terminale
F,12yrs p Vall244Te Sporadic  Closed Camdal agenesis, Chiari I malformation , hypertelorism, bilateral clinedactyly of the
Gfth digit of the hands
AL 14 yTs p-Asplif5SAsn Sporadic  Closed Candal agenesis, costal agenesis, single kidney, club feet
ML 27 y1s p-Aspl401GIly Sporadic Open Myelomeningocele, Chiar I malfeormation, hydrocephalos
M, Ty p-Thrl443Fro, Sporadic  Closed Lipomyelomeningocele, tethered cord, shorter left leg, equinns left foot, hypospadia,
p- Prol293TLen affected by alpha-thalassemia
M, 5y= pArgldseGln Sporadic  Closed Caudal agenesis type II, Tethered and low-lying cord, lipoma with calcifications,
hydromyelia at L4-52
F, 20 yr= pArgls26Trp Sporadic Open Myelomeningocele, Chian [T malformation, hydrocephalns
F, 13 yrs pGlyl628ATE Sporadic  Closed Candal apenesis, anorectal malformation single kidney
M, 26 yTs p-5erl726Gly FalII.i.li.HJ'I} Open Myelomeningocele , hydrocephalus
F, 21 yrs p.5erl726Gly Familial®  Closed Diastematomyelia without sepnum, dermal simus, schisis L4-51
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Supplementary Table I cont. Characteristics of neural tube defect patients carrying novel and rare mutations in CELSRI.

Sex, age Variant® Family NTD Clinical description
history Type

M, 23 yrs pArgl8isCys Sporadic Cipen Myelomeningocele

F, 20 y1= p-Argl 856His Sporadic Cpen Myelomeningocele , Chiar IT malformation , hydrocephalus, vesical-ureteral reflux
F. mnknown p-AsplEifisn Sporadic  Closed Lipoma

M, 7 y1s pProl976Thr Sporadic  Clozed Lipomyelocele

F, 15 y1s P ALa20T5WVal Sporadic  Clozed Closed spinal dysraphism of unknown type

F, 17 y1= pArg2l21Cys Sporadic Cpen Lipomyelomeningocele

F, 31 y= p-Ser2190Len, Sporadic  Clozed Lipoma, tethered cord, GSPD deficiency

p-Ala?228Val

F, 18 yms p-Asn22305er Familial® Cpen Myelomeningocele , Chiari I malformation, hydrocephalas.

F, 14 y1s p-Asn?2305er Familial® Cpen Myelomeningocele , Chiari IT malformation, hydrocephalus, labiopalatoschisis

F, Tyrs p-Ala?33i9Thr Sporadic  Closed (Caudal agenesis: lipoma, Schisis at 51 and diastasis of posterior arch of 51-52, Agioma

at the thoracic region, Lymphatic edema of the left hand

F, 36 y1s p- Pro23525er Familial®  Clozed Closed spinal dysraphism of unknown type

M, 21 yr= p- Pro23525er Sporadic Cpen Myelomeningocels with hydrocephalus

F, 26 y1= PArg2isiCys Sporadic  Clozed Lipomyelocele

M, 9 y1s p.Arg2040in Sporadic Cpen Myelomeningocele , left club foot

M, Ifyrs  p. Ser2®63_Thr2®66del Sporadic  Closzed  Sacro-coccigesl agenesis fype IL Tethered cord, hydromyelia anorectal malformaton,

choly fieet, cardiac malformations

“ Novel mutations predicted to be pathogenic are indicated in bold; “First degree cousin is affected with closed neural tube defect; * Paternal
grandmother’s sister is affected with schisis in 51 and congenital scoliosis; “These 2 patients are sisters with no neural tube defect reported in
other fanuly members; “This patient has a first degree cousin affected with meningocele and who has a child with myelomeningocele.
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6. Discussion

6.1 Identification d’un nouvel allele hypermorphe de
Lrp6 (Skax**"7")

Nous avons identifié et caractérisé un nouvel et 5™ allele de Lrp6, Skax*™/"dans le
but d’identifier un nouveau geéne prédisposant aux ATN. Cette souris est caractérisée par une
queue en forme de crochet, qui est considérée comme le « minimum sign » des ATN. Ce
phénotype est transmis d’une facon récessive. Afin d’identifier le géne muté chez cette souris,
nous avons initialement adopté une approche de séquencage des régions codantes des
principaux genes de la voie de signalisation PCP.Cette approche a été utilisée a cause du role
clef de ces génes dans le phénoméne de I’extension convergence pendant la fermeture de tube
neural (242, 302, 308) ainsi que par leurs modeles animaux déja bien établies en liaison avec
les ATN (152, 156, 166, 328, 337). Cette démarche n’a pas permis de trouver une mutation

codante qui ségregue avec le phénotype observé chez la Skax?oms

et donc on pourrait
conclure que, plus probablement, le gene causatif ne fait pas partie des genes principaux de la
voie PCP. Cependant, notre séquencage a ciblé seulement les régions codantes des genes PCP
et a ce stade du projet, on ne pourrait pas exclure la possibilité qu’une mutation régulatrice,
par exemple dans les régions promotrices ou non traduites, soit responsable du phénotype

P 26mlJus
observé chez la Skax*"™7",

Par la suite, nous avons utilis¢é une méthodologie différente qui a permis de réunir
plusieurs évidences génétiques fortes qui supportent notre conclusion que Lrp6 est le gene

. 26m1
muté chez Skax™""""

. En effet, la cartographie par homozygocité suivie par la stratégie de
clonage positionnel par gene candidat, a permis de délimiter une région candidate sur le
chromosome 6 qui inclut plusieurs genes, incluant Lrp6. Ce dernier présentait un meilleur
candidat et donc, était prioris¢ pour une investigation plus profonde. L’analyse et le
séquencgage de la région codante et des jonctions exon-introns du gene Lrp6 chez Skax*" ",
ont mené a I’identification d’une nouvelle mutation faux-sens, p.lle681Arg, qui ségregue avec

la maladie. Cette mutation, qui affecte un acide aminé bien conservé a travers les vertébrés,
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modifie la fonction de Lrp6 de maniére a augmenter I’activité de signalisation canonique
Wnt/B-caténine et a diminuer celle de la signalisation PCPchez les fibroblastes embryonnaires

mutants et chez les cellules HEK.

26m1Jus s . .
bmlJus © hous n’avons détecté aucun défaut sévére chez les

Dans notre modele Skax
embryons hétérozygotes ou homozygotes, contrairement a ce qui a été répertori¢ chez d’autre
souris mutantes pour le géne Lrp6. A ce propos, une souris mutante knockout et deux souris
spontanément mutantes (ringelschwanz ou rs et Crooked tail ou Ct), souffrent de graves
anomalies développementales au niveau de plusieurs organes, incluant les yeux, les bronches,
le cceur, le tube neural et le cerveau. En effet, la souris mutante knockout, générée par capture
de genes, présente une exencéphalie ou un spina bifida aperta avec une pénétrance de 50 % et
développe d’autres anomalies développementales, telles que des déformations du squelette
axial, des défauts des membres et des malformations du systeme urogénital (221). La souris
mutante Ct a une mutation qui cause une hyperactivation de la voie Wnt/B-caténine en
inhibant I’interaction de Lrp6 avec Dkkl. Cette souris manifeste une queue en forme de
crochet et une mortalité prématurée avant le jour embryonnaire 8, des déformations du
squelette et une exencéphalie. En ce qui concerne la souris mutante hypomorphe Rs,
elledéveloppe diverses malformations des somites et des os (ostéoporose). Les hétérozygotes
compositesrs/nul présentent une queue rudimentaire et une spina bifida aperta. La mutation de
Lrp6 chez la souris Rs abolie I’activation de la signalisation Wnt/B-caténine (219).Une
derniere souris mutantede Lrp6, Gwazi (Gz), est une souris hypermorphe induite par 1’agent
ENU qui présentait différentes malformations au niveau de la téte qui ne sont pas associées

26mlJus

aux ATN (222). La différence dans la gravité des phénotypes entre Skax et les autres

mutants hypermorphes, Ct et Gz, pourrait étre due a un effet atténué de la mutation sous-

26m1Jus
bmllus oot sur le

jacente dans LRP6 ou a cause des fonds génétiques différentes. En effet, Skax
fond génétique C57BL/6J:129S6/SvEvTac, alors que les mutants Ct et Gz sont respectivement

sur DBA/2:A/J et C3H/HeH.

N

Les modeles animaux pour le gene Lrp6 répertoriés a ce jour, incluant la souris
Skax**™""" démontrent le role de la voie de signalisation Wnt/B-caténine via Lrp6 dans les

ATN, mais les mécanismes moléculaires régulateurs de cette implication restent a déterminer.
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Plusieurs évidences visent une implication directe de la voie canonique ou plutdt un effet
indirecte via la voie de signalisation PCP. Il serait tres intéressant d’investiguer, grace a des

26m1Jus . .
6mlJus ot d’autres modéles comme 1’alléle

études de complémentation entre la souris Skax
knockout ou Ct, afin de trouver une éventuelle interaction génétique entres les alleles

impliqués.

6.2 L’importance d’un dosage précis entre les deux voies
de signalisation Wnt dans la neurulation

6.2.1 Des études des animaux modeles incluant
Skax’®"""“montrent I'importanced’un dosage
précis entre les deux voies de signalisation Wnt

Nos études de complémentation entre les souris Lp et Skax**""*

ont révélé 1’existence
d’une interaction génétique entre Vangl2 et le géne Lrp6. Nous avons démontré que I’ATN
développée chez les doubles hétérozygotes Skax?*""""+;Lp/+ n’était pas causée par le gene
muté de Lp (Vangl2) (337), comme la prévalence de cas d’ATN (38%) chez les doubles
hétérozygotes était beaucoup plus élevé que celle des hétérozygotes Lp/+ (1,7%). De plus,
I’ATN observée chez les souris Skax**™'/*/+;Lp/+ n’était pas causée non plus par le géne muté
chez Lp d’un autre fond génétique. Cela a été démontré par une étude de complémentation

entre Lp/+ et une autre souris mutante Skax>"""*

, possédant un méme fond génétique que
Skax*™7* et qui n’ont affich¢ aucune forme d’ATN chez les doubles hétérozygotes
Skax™"™"*|+;Lp/+. L’analyse des cils dans 1’organe de Corti, un processus sous le controle de
la signalisation PCP, a révélé des défauts dans [Dorientation ciliaire significative

26mlJus

comparativement au type sauvage chez la mutante homozygote Skax ainsi que la double

hétérozygote Skax’*""/+; Lp/+. Ces données soutiennent I’idée de I’existence d’une

. . N 2 26ml
interaction entre le géne muté chez Skax**"'"*

et la voie de signalisation PCP. Le phénotype de
queue en forme de boucle chez les souris mutantes a été identifié dans 40% des simples
hétérozygotes Lp/+ et 0% chez ceux de Skax*™" /4 Cette fréquence a augmenté a 80% chez
les doubles hétérozygotes. La spina bifida qui était absente chez les simples hétérozygotes a
atteint 36% des cas chez les doubles hétérozygotes. Ces données montrent que, chez les

mutants Lp, la queue en forme de crochet ainsi que la spina bifida, causée par une signalisation
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PCP réduite, ont été nettement accentués par un allele Lrp6-Skax”®™"s hyperactif qui sur-

inhibe cette voie.

L’ensemble de ces données suggerent qu’une interaction génétique a lieu entre Lrp6 et

Vangl2, et que le géne muté chez Skax*"'*

agit indirectement sur la voie PCP par
I’intermédiaire d’une autre voie de signalisation cellulaire et ce, selon un dosage précis. Ces
observations sont appuyées par une étude récente chez des souris modeles de gain (Lrp6 Ct) et
de perte (Lrp6-/-) de fonction. Ces travaux ont démontré que Lrp6 est capable d’influencer la

voie non-canonique impliquant des mécanismes dépendants de RhoA pendant la neurulation.

D’autres études ont suggéré la présence d’une communication, assurée par un dosage
strict, entre les deux voies de signalisation Wnt. Chez la Xenopus, il a été établi que Lrp6, en
plus de son rdle dans le processus de 1’extension convergence, est essentiel pour 1’activation
de la voie Wnt/B-caténine et que sa présence permet I’inhibition de la voie Wnt/PCP. Chez
Xenopus, la suppression (knockdown) des ligands PCP XWnt5a et XWntll est capable de
sauver les phénotypes provoqués par la suppression (knockdown) de Lrp6/Lrp5. Aussi, chez le
poisson zebre, la perte maternelle de Wnz5b (un ligand de la voie Wnt/PCP) entraine une
signalisation ectopique de Wnt/B-caténine et par conséquence, une augmentation dans le destin
cellulaire des cellules dorsales (277, 278). Chez la souris, le knockdown de Lrp6 induit des
défauts liés au PCP, incluant I’exencéphalie et des malformations cardiaques. La perte de
Wnt5a a sauvé ces défauts. Cela suggere que ces phénotypes peuvent étre le résultat d’un gain

de fonction de la signalisation Wnt/non-canonique.

Une étude pertinente chez la Xenopus a montré que la surexpression du ligand PCP
Wnt5a bloque la formation d’un axe de corps secondaire en inhibant la capacité du ligand
canonique Wnt8 d’activer la signalisation Wnt/B-caténine (272). Plusieurs hypotheses ont été
avancées pour expliquer ces mécanismes d’inhibition. Wnt5a pourrait inhiber D’activité
transcriptionnelle de la f-caténine en induisant la phosphorylation de TCF-4 par la Nemo like
kinase (NLK) (273). L’inhibition de la voie canonique par la voie non canonique pourrait
aussi s’expliquer par la compétition touchant Dvl, qui est un partenaire impliqué dans les deux
signalisations. A ce titre, il a récemment été démontré, que les protéines NFAT réprimaient la

signalisation canonique en interagissant avec Dvl, participant ainsi a la régulation et a la
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prolifération des progéniteurs neuronaux (274). Enfin, il a par ailleurs été démontré chez la
souris que la B-caténine peut étre dégradée par le facteur Siah 2 dont la transcription est
augmentée par Wnt5a (275). Les frontieres entre les voies canoniques et non canoniques sont
perméables et dépendent précisément du contexte cellulaire. Ainsi, I’équipe de Roel Nusse a
mis en évidence que selon le contexte de récepteurs membranaires présents a la surface
cellulaire, Wnt5a pourrait soit inhiber ou activer la voie Wnt/ B-caténine. Dans le cas ou les
récepteurs Fz4 et Lrp5 sont a la surface, Wnt5a peut activer la voie canonique. En revanche, si
le co-récepteur Ror 2 est présent, WntSa induit une signalisation non canonique tout en

inhibant la voie canonique (276).

La mutation p.lle681Arg identifiée chez notre modele animal Skax**"""*

est localisée
au niveau du troisieme domaine YWTD [-propeller-EGF-like du géne Lrp6. Ce dernier
semble permettre la liaison des ligands extracellulaires particuliecrement Dickkopf (DKKI1)
(204, 209). Celui-ci, chez le Xenopus et le poisson zebre, exerce un effet inhibiteur de la voie
de signalisation wnt/B-caténine et un effet activateur de la voie PCP. En se basant sur ces
fonctions, la mutation p.lle681Arg pourrait alors affecter la liaison de DKK1 ou d'autres
médiateurs inconnus. Ceci pourrait conduire a une hyperactivation de la voie de signalisation
Wnt/B-caténine et parallelement a 1'inhibition de la voie PCP. Cette hypothese est appuyée par

notre validation fonctionnelle de la mutation qui a démontré que Lrp6° 20™!/*

représente un
nouvel allele hypermorphe. En effet, cette mutation permet une sur-activation de la voie de
signalisation wnt/B-caténine et une sur-inhibition de la voie de signalisation PCP. En utilisant
des tests biochimiques supplémentaires, comme le yeast two hybrid (Y2H), cela permettra
d’évaluer s’il ya un effet sur I’interaction avec des partenaires, comme DKKI1 ainsi que in

silico, qui sont nécessaires pour investiguer cet effet pathogene potentiel de cette variante.

Toutes ces études faites chez les animaux modeles suggerent que le bon dosage de
chacun des facteurs intervenants dans les deux voies de signalisations Wnt doit étre optimal
dans la neurulation. L’inhibition ou la surexpression des geénes essentiels de ces 2 voies
pourrait entrainer une dérégulation dans la polarité cellulaire planaire ainsi que dans la CE et

causer éventuellement des ATN.
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6.2.2 Des études des « molecular switches »
incluant LRP6 et ANKRDG6 dans une cohorte
ATN humaine montrentl’importance d’un
dosage précis entre les deux voies de
signalisation Wnt dans la neurulation

Les études génétiques effectuées sur divers modeles animaux ont démontré I'existence
d'un antagonisme de maniére réciproque entre la voie canonique Wnt/B-caténine et la voie
non-canonique Wnt/PCP. Cet antagonisme est tres sensible a un dosage précis et étroitement
régulé par une combinaison précise des différents ligands, des récepteurs et des co-récepteurs
d'une maniere spécifique. Par ailleurs, la présence de certains genes, y compris Lrp6, agissant
aussi bien dans 1’'une ou ’autre des deux voies, suggere des pistes dans cette direction. En
effet, les récepteurs Frizzled, de méme que la protéine intracellulaire Dvl, sont impliqués dans
la régulation et le fonctionnement des deux voies (60, 91, 104, 152, 312, 313, 333-336). Aussi,
les génes ANKRD6 et PTK7 détiennent des rdles bien spécifiques entant qu’interrupteurs
moléculaires entre la voie Wnt/PCP et la voie Wnt/B-caténine (146, 245, 332). ANKRD6
recrute CKle et AXIN au complexe de phosphorylation et de dégradation de la B-caténine et
mene a I'inhibition de la voie Wnt/canonique. Cette voie contrdle la formation de 1’axe
embryonnaire qui peut €tre désorganisé chez le poisson zébré quand ANKRD6 est inhibé. De
plus, il a été démontré que ce gene est requis pour I’activation de JNK pendant les processus
de gastrulation chez le poisson zébré (266). Ptk7 est nécessaire au bon fonctionnement de la
voie de signalisation Wnt/PCP chez les vertébrés et sa suppression entraine des défauts dans
I’orientation des cils de la cochlée, en plus des défauts du mécanisme de I’extension

convergence (153).

Plusieurs genes de la voie PCP incluant VANGLI, VANGL2, PK2 et CELSRI, DVI2 et
FZ6 ont ét¢ impliqués dans la pathologie des ATN chez I’humain (242, 302, 303, 305-310).
Ces genes jouent un role d’activateur au sein de cette voie de signalisation. Jusqu’a ce jour,
aucune étude n’a démontré 1’effet de ces genes sur la voie canonique Wnt/f caténine. Dans
nos €tudes, nous avons pour la premiere fois associé des mutations dans 2 genes, soit LRP6 et

ANKRDG6, qui affectent simultanéments les 2 voies propres aux ATN humaines. De plus,
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notre étude surLRP6 a associé pour la premiere fois aux ATN humainesdes mutations dans un

geéne inhibiteur de la voie PCP.

L’analyse du géne LRP6 dans une cohorte de 268 patients, nous a permis d’identifier
quatre nouvelles et rares mutations hétérozygotes faux-sens chez 4 patients présentants des
ATN. Trois de ces mutations, Lrp6P Y273 LrpaP- V1380w of [ ppP TY34CYs "ot été prédites
comme étant potentiellement dommageables pour la protéine en utilisant les programmes
Polyphen ou SIFT. Dans les cellules HEK, la validation fonctionnelle de ces 4 mutations, avec
des essais de genes rapporteurs de la voie canonique Wnt/f catenine (TCF/LEF) et la voie
Wnt/PCP (AP-1), a démontré que les mutations Lrp6P T 00HS [ rpP TYST3CS of 1 ppeP- Vel 386Len
activent la voie Wnt/B-caténine et inhibent de la voie PCP d’une facon significativement
réduite par rapport a la protéine sauvage. Ces données confirment la nature hypomorphique
des trois variantes et montrent un effet qu’ont ces variants sur les 2 voies simultanément chez

les patients présentants des ATN.

ANKRDG (Ankyrin Repeat Domain 6) agit comme un interrupteur moléculaire entre les
deux voies de signalisation Wnt. Il active la voie Wnt/PCP non-canonique et, simultanément,
il inhibe la voie canonique Wnt/B-caténine (253). Dans notre étude, nous avons identifié
quatre nouvelles et rares mutations faux-sens (DIVPFr#8ber pyp-Ared87GIn DryP-Valeldlle o

DIVP-AE632HE) ches 4 patients présentants des ATN dans une cohorte de 473 patients.

Vu le double role régulateur de ANKRD6dans les 2 voies de Wnt, nous avons testé
l'effet de ces quatre mutations sur 1’activité des deux voies. Les essais des genes rapporteurs
des 2 voies de Wnt dans les cellules HEK ont démontré une inhibition plus faible de
I’activation de la voie Wnt/B-caténine et une activation plus basse de la voie PCP pour les
mutations DIVPPOM8Let o yP-AE6ZHs “oionificativement par rapport a la protéine sauvage.
Cela suggere une activité hypomorphique pour chacun de ces deux variantes qui affectent

réciproquement les deux voies Wnt.

L’importance des multiples interactions avec les autres protéines membres de la
signalisation PCP et Wnt/B-caténine ainsi que les protéines effectrices (comme la JNK), nous

donnent un apercu sur la complexité des mécanismes qui sont mis en place pour établir et
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maintenir un équilibre trés précis et délicat entre tous ces composantes. Etant donnée cette
complexité, on devrait s’attendre a des défauts variés chez une protéine modulaire comme
LRP6 ou ANKRD6 qui vont probablement engendrer des effets divergents a différents niveaux
fonctionnelles. Les études génétiques effectués jusqu’a maintenant sur les organismes modeles
ont démontré clairement la présence d'un antagonisme entre les deux voies Wnt qui est
étroitement régulé par un groupe de genes, dont LRP6 ou ANKRDG6. Le rdle de cet
antagonisme dans les processus de développement normaux et anormaux reste largement
indéterminé. Les variants que nous avons détectés dans LRP6 ou ANKRDG6 affectent
réciproquement les deux voies Wnt. Alors, un possible dosage précis entre ces différentes
voies est nécessaire pour le bon développement.Un débalancement entre les deux voies pourra

donc entrainer des défauts dans la formation du tube neural.

Une deuxieme hypothése pour analyser ces résultats est celle qu’alternativement, ces
variantes pourraient avoir un effet direct sur la voie Wnt/B catenin (pour LRP6) ou la voie
PCP (pour ANKRD®). Des variants hypomorphes de LRP6, menant a une sous-activation de la
voie canonique, pourraient avoir un effet direct sur les genes cibles de cette voie. Une étude
récente chez une souris knock-out conditionnelle pour B-caténine dans les plis neuraux
dorsaux, a démontré l'importance de la voie Wnt/canonique dans la fermeture et 1'allongement
du tube neural caudal. Chez ces souris knock-out, I’expression diminuée de Pax3 et de Cdx2
au niveau du neuropore postérieure dorsale ainsi que dans les genes cibles de la signalisation
Wnt/B-caténine, T, TBX6 et Fgf8 et au niveau du bourgeon de la queue, aboutit a une spina

bifida aperta, a une flexion de I’axe caudale et a une troncation de la queue (339).

Des variants hypomorphes de ANKRD6 pourraient affecter son interaction avec PK1,
Vangl ou plus particuliecrement avec DVL qui se lie sur DIVERSIN dans deux domaines

différents (le domaine a répétitions ankyrines et le domaine central).

Des expériences complémentaires chez des modeles cellulaires ou animaux sont
nécessaires pour valider davantage ces 2 hypothéses afin d'investiguer le mode d’action des

variantes identifiées dans LRP6 ou ANKRDG6 dans la pathogénese des ATN.
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6.3 La voie PCPjoue un role important dans la
prédisposition aux ATN

De nombreuses études de genes candidats effectuées sur des modeles animaux et des
cohortes humaines soutiennent un réle important de la voie PCP dans la pathologie des ATN.
Notre étude a permis d’ajouter ANKRD6 et Celsrl a la liste des génes de la voie PCP qui sont
impliqués dans la pathogenese des ATN et soutient ainsi le role important de cette voie dans
ce groupe de malformations. Tous les résultats li€és a ANKRD6 ont été discutés dans la section

précédente.

Concernant le gene CELSRI1, nous ’avons analysé dans une large cohorte de 473
patients atteints de plusieurs types d’ATN humaines ouvertes et fermées. Nous avons identifié
un total de 27 variants parmi lesquelles 13 nouveaux variants faux-sens ont été prédits comme
étant pathogenesgrace a des programmes bioinformatiques (polyphen et SIFT) et une mutation
non-sens, p.GIn834X, retrouvée pour la premicre fois, dans ce géne pour une ATN. Nous
avons également détecté dans notre cohorte, une délétion de 12 bp qui ne change pas le cadre
de lecture, p.Ser2963_Thr2966del et qui supprime un motif putatif de phosphorylation PKC
(SSR).

Notre cohorte utilisée dans cette étude a été déja utilisée dans des études précédentes
dirigées par notre laboratoire et qui ciblait d’autres génes PCP comme VANGLI, VANGL2,
PRICKLEI, ANKRD6, DVLI, DVL3, FZ3 et FZ6. (286, 302, 303, 305, 307, 308, 340).

D’autres séquencages supplémentaires faits avec la méme cohorte seront effectués
ciblant ainsi d’autres genes de la voie PCP afin de déterminer si d’autres patients pourront
présenter des variantes dans plusieurs genes. Cela permettra d’appuyer le modele
multifactoriel proposé pour I’étiologie des ATN dans lequel plusieurs genes mutés pourraient
interagir entre eux et avec d'autres facteurs environnementaux pour moduler l'incidence et la
sévérité du phénotype. Il sera intéressant d'examiner si ces mutations dans les genes PCP
peuvent agir en combinaison de maniere a augmenter le risque de développer des ATN, par
exemplepour le modele poisson zebre. La totalité de ces études aidera a mieux définir la

contribution de la voie PCP a la pathogenese des ATN.
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7. Plans Futurs

7.1. LRP6

En ce qui concerne les mutations identifiées, et pour bien comprendre leur effet, il faut
déterminer quelles interactions en sont affectées et ce, par des expériences de co-
immunoprécipitation ou de systeme double hybride. De plus, il faut déterminer la contribution
de ces mutations dans la voie Wnt/PCP. Des expériences de validation dans le poisson zébré
ou chez la grenouille pourraient étre intéressantes, car ils représentent de bons modeles pour

étudier le mécanisme de convergence et extension ainsi que les stades du développement.

Il est tres important de déterminer le role que peut jouer le gene LRP6 dans la voie

PCP. Plusieurs hypotheses sont a évaluer :

1) Si I’inhibition de la voie PCP est causée par le recrutement de DVL par LRP6. Cela
pourrait empécher la liaison de DVL avec AXIN et par conséquence, le recrutement de ce

dernier par DIV afin de former le complexe de dégradation de la B-caténine.

2) Si le LRP6 régule la voie PCP a travers DKK1. En effet, DKK1 active la voie PCP par son
interaction avec Glypican4 (270). Donc, I’inhibition de la voie PCP pourrait étre la
conséquence de la destruction du complexe DKK1/Glypican4. Ceci est appuyé par une
étude qui a démontré qu’un gain de fonction de la voie PCP est dii a ’absence de la partie

extracellulaire qui lie DKK1 (271)

3) Si LRP6 peut réguler la voie PCP a travers la protéine Wise puisqu’une étude a démontré

que Wise affecte la régulation de la voie PCP et lie le gene LRP6 (272).

4) Si LRP6 inhibe la voie PCP par son interaction avec AXIN. En effet, il a été démontré
qu’AXIN lie directement Dsh (243). Il est possible que LRP6 puisse diminuer I’activité de
Dsh dans la voie PCP et ’augmenter dans la voie Wnt/B-caténine. Le scénario possible est que
LRP6 lie AXIN pour la médiation de la signalisation Wnt/B-caténine a travers le motif

ppp(S/T)p qui serait différent de celui par lequel il inhibe la signalisation PCP.
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5) Si LRP6 est capable d’activer la signalisation PCP par son interaction avec des geénes de

cette voie en aval de Dsh.

6) Si la surexpression ainsi que D’inhibition de 1’expression de Lrp6 peut affecter des

effecteurs des deux voies particulierement la voie PCP.

7.2. ANKRDG6

Etant donnée I’importance des modules fonctionnels de ANKRDG6 et le haut degré de
conservation de ces domaines a travers 1’évolution, il serait nécessaire de poursuivre les études
afin d’identifier le mécanisme par lequel ces mutations pourraient affecter les interactions de
ce gene avec ses partenaires dans la voie PCP et la voie Wnt/B-caténine. Une directive qui
permettrait cela serait, par exemple d’investiguer, tout d’abord, la possibilit¢ que la liaison
d’AXIN avec DVL aurait un effet activateur de la voie PCP. En d’autres termes, si la liaison
de DVL avec AXIN empécherait le recrutement de ce dernier par DIV, par conséquence, cela
bloquerait la formation du complexe de dégradation de la B-caténine. De méme, voir si la
liaison d’AXIN avec DVL aura un effet inhibiteur de la voie PCP, puisqu’il est connu que la
liaison de DIV avec DVL favorise la signalisation PCP. Ces étapes permettront ensuite
d’évaluer et de comprendre si DIVERSIN exerce son effet régulateur de 1’activité des deux
voies de signalisation a travers DVL. Alternativement, on pourrait utiliser ces nouveaux

modeles pour tester I’effet des mutations de ce gene.

La voie PCP représente un large champ d’étude trés attrayant pour décortiquer les
bases génétiques et moléculaires des défauts de la neurulation. La souris Lp, Vangl2,qui a
permisla découverte du geéne responsable du phénotype de craniorachischisis, n’a fait que
marquer le début d’une série d’études sur des modeles murins des ATN. Il serait donc
intéressant de générer des animaux modeles pour DIVERSIN afin de mieux étudier

génétiquement les ATN et le role de ce géne dans cette pathologie humaine.

7.3. CELSRI

D’autres investigations futures, y compris des validations fonctionnelles biochimiques

comme I’essai JNKase, sont nécessaires pour établir si les mutations identifiées dans CELSR]
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pourraient affecter la fonction de la protéine dans la signalisation PCP. Etudier I’interaction
entre CELSRI et les autres membres de la voie PCP et effectuer des expériences de validation
chez le poisson zébré ou chez la grenouille pourraient aider a mieux comprendre le mode

d’action de ces varaints.
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8. Perspectives générales

L’approche de geénes-candidats pour les études génétiques reste encore un outil tres
puissant pour bien comprendre les ATN et elle permet aussi de tirer profit de la richesse de
données issues des études sur les animaux modeles. Avec le développement des nouvelles
technologies, les approches génomiques telles que le séquengage de 1’exome entier, possedent
la capacité de nous exposer sur une plus large échelle une image des génes qui jouent un role
important dans la pathologie des ATN. L’¢tude des variations du nombre de copies par
hybridation génomique comparative sur puces a ADN (array-CGH) représente une approche
puissante qui permettra la détection des variations non-balancées dans le nombre de copies
d’un gene ainsi que de larges insertions et de délétions indétectables au niveau microscopique.
Cette approche fournira la capacité d’identifier de nouveaux geénes en liaison avec la

pathologie des ATN.

Les régions codantes et les jonctions intron-exon €taient nos seules cibles dans cette
étude. Il est possible que des modifications non-codantes dans les régions régulatrices de ces
génes soient capables d’influencer leur niveau d’expression génique et pourraient &tre
associées aux ATN. Leur investigation serait nécessaire dans une étude future avec
I’identification et la caractérisation des éléments régulateurs toujours inconnus. Aussi, la
méthylation de ’ADN a un effet déterminant sur la régulation de la transcription génétique et
donc, un potentiel particulier dans la causalit¢ des ATN. Ainsi, les modifications
épigénétiques seront les cibles d’investigation des prochaines études en lien avec les ATN a
I’échelle génomique. Cela pourrait étre fait par 1’utilisation de la technique d’RNA-seq ou le
séquengage au bisulfite de ’ADN génomique. Il est aussi possible d’utiliser des souris

modeles afin d’investiguer des altérations d’expression génique dans la pathogénese des ATN.
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9. Conclusion

. e . . 26mlJ
Nous avons identifié dans ces études la nouvelle souris mutante Skax™"""’"

et un
nouvel allele hypermorphe pour étudier les anomalies du tube neural et ainsi comprendre
d’avantage les mécanismes moléculaires a la base des ATN. Aussi, nous avons démontré une

: . S 26m1Jus
interaction génétique entre Skax’*"'"*

(Lrp6) et Lp (Vangl2) qui suggerent que Lrp6 a un role
dans la voie PCP. La validation fonctionnelle de la mutation p.lle681Arg dans le gene Lrp6 a
prouvé sont effet pathogénique. Dans la cohorte humaine, plusieurs nouvelles mutations
hétérozygotes, spécifiques aux ATN, dans le gene de la polarité planaire cellulaire CELSRI et
les génes impliqués dans les deux voies des signalisations WNT (Wnt/PCP et Wnt/p-caténine),
LRP6 et DIVERSIN ont été identifiées avec un effet pathogénique. Cela implique la nécessité
d’effectuer des études supplémentaires dans le but de déterminer 1’implication directe de ces
genes et pour mieux décortiquer et comprendre les mécanismes par lesquels les mutations
identifiées peuvent étre prédisposantes aux anomalies du tube neural dans la population
humaine. Nos résultats classent les genes DIVERSIN, CELSRI et LRP6 parmi les génes
humains de la voie PCP qui sont impliqués dans la pathologie des ATN et confirment ainsi
notre hypothese. Les mutations identifiées dans ces trois génes pourraient justifier une bonne
partie des anomalies du tube neural chez ’humain.En perspective, 1’analyse génétique et
moléculaire des autres membres de la voie PCP fournira un excellent outil afin de comprendre

davantage la pathologie de ce spectre de malformations congénitales.
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