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Résumé

Les anomalies du tube neural (ATN) comme spina bifida, craniorachischisis et anencéphalie,
constituent les malformations congénitales les plus communes qui touchent le systeme
nerveux central. Malgré 1’effet protecteur de I’acide folique dans 50-70% des cas, ces
anomalies font toujours leur apparition dans 1 a 2 nouveau-nés par 1000 naissances. Plusieurs
¢tudes montrent que les génes de la voie de polarité cellulaire planaire (PCP) sont impliqués
dans le développement embryonnaire comme la migration cellulaire et la convergence et
extension. La souris Looptail (Lp) était la premiére mutante a impliquer un geéne de la voie
PCP, appelé Vangl2, dans la pathogeneése des ATN chez les mammiféres. Dans la présente
¢tude, nous avons investigué une souris mutante de Vangl2 appelée Curly Bob induite par
mutagénése chimique a I’Ethyl-Nitroso-Urée (ENU). La mutation faux-sens induit un
changement de 1’acide aminé a la position 1268 de la protéine Vangl2. Cette mutation est de
nature héréditaire semi dominante chez les souris hétérozygotes ayant comme caractéristiques
phénotypiques, une queue bouclée, un secouement de téte et un ‘comportement de tours en
ronds’. Nous avons aussi remarqué qu’un faible pourcentage de femelles hétérozygotes ne
développe pas d’ouverture vaginale. Les embryons homozygotes développent une forme
sévere d’ATN et des défauts de PCP séveres dans les cellules ciliées de la cochlée et du
systéme vestibulaire. Cette mutation interagit génétiquement avec 1alléle Lp (Vangl2****™)
dans le développement du tube neural et la polarité des cellules ciliées de I’oreille interne. Le

niveau d’expression de la variante de Vangl22%*N

mutée chez les homozygotes est bas dans les
tissus du systéme nerveux analysés. Cette mutation affecte aussi 1’interaction de Vangl2 avec

Dishevelled3.
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La nouvelle mutante décrite dans cette étude, constitue un modéle important afin de disséquer
plus précisément le rapport structure-fonction de Vang/2 dans le développement du tube neural
et I’établissement de la polarité dans les cellules sensorielles de I’oreille interne.

Mots-clés : anomalies du tube neural, Vangl2, polarité cellulaire planaire, cellules sensorielles

de 1’oreille interne.
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Abstract

Neural tube defects (NTDs) including spina bifida, craniorachischisis as well as
anencephaly are the most common group of congenital malformations of the central nervous
system (CNS). Folic acid recommendations for pregnant women as well as fortification of
several foods with folic acid have significantly reduced the incidence of NTDs. Still at least 1
to 2 newborns per 1000 births have NTDs. Several studies have searched for possible genetic
factors that could predispose for NTDs. Planar cell polarity (PCP) genes are known to be
implicated in important developmental processes, like cell migration and convergent
extension. The Looptail (Lp) mutant mouse was the first mutant to link a PCP core member,
called Vangl2, to the pathogenesis of NTDs in mammals. In this report, we have studied a
novel Vangl2 mouse mutant induced by Ethyl-Nitrosourea (ENU). This mouse called Curly
Bob harbors a missense mutation in Vangl2 and causes a change of the amino acid residue
1268 in Vangl2 protein. This autosomal mutation segregates in a semi-dominant fashion with
heterozygous mice displaying a looped tail appearance, bobbing head and a circling behavior.
We also noticed that a small portion of affected females have an imperforate vagina.
Homozygote mutant embryos suffer from a severe form of NTD called craniorachischisis and
do not survive after birth. They also display severe PCP defects in the inner hair cells of the

cochlea and posterior cristae. This mutant genetically interacts with the Lp allele (Vangl2****")

1268N
2

in neural tube development and inner ear hair cell polarity. The Vangl protein variant is

expressed at very low levels in affected neural tissues of mutant homozygous embryos. This

mutant protein no longer physically interacts with another PCP core protein DVL3.

Keywords: neural tube defects, planar cell polarity, Vangl2, inner ear hair cells
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1. Introduction

1.1. Définition des anomalies du tube neural (ATN)

Les anomalies du tube neural (ATN) sont des maladies congénitales qui surviennent lors d’un

3iéme 4iéme

défaut de fermeture de celui-ci entre la et la

semaine du développement
embryonnaire. La prévalence de ces anomalies peut varier énormément touchant entre 1 et 14
personnes sur 1000 naissance, et ce dépendamment du pays'”. La prévalence au Canada entre
1998 et 2000 apres la fortification en acide folique était de 1,29 alors qu’en 1997 elle était

1,89 par 1000 naissances’. Les types d'ATN les plus communs sont l'anencéphalie, la spina

bifida et 1'encéphalocele.

1.2. Embryogéneésel.2.1 Clivage

Allantoide
Ectoderme .
. Amnion
primitif
Mésoderme

_ Masse cellulaire interne du sac vitellin
Spermatozoide

Endoderme
Endoderme viscéral
Zygote — Blastomeres C ]
- prmnnf Endoderme
Ocuf pariétal

Trophectoderme > Cellules du trophoblaste

EO0.5 E1.0-E3.0 E3.5 E4.5 E5.0-E18.5

Figure 1. Origine du développement des structures extra-embryonnaires chez la souris.

Adapté de Lanza R et al. (2009)’.



La segmentation ou clivage, représente la premiére étape dans I’embryogénése et suit la
fécondation de I’ceuf et la formation du zygote (Figure 1; page 1). C’est un processus de
mitoses successives qui augmentent le nombre de cellules (ou blastomeres) dans I'ceuf fécondé
sans changer le volume de ce dernier®. Arrivé au stade de 16 cellules on appelle celui-ci une
morula, cela correspond au quatriéme jour aprés la fécondation’. La zone pellucide couvre
I'ceuf fécondé durant les premiers jours suivant la fécondation pendant qu'elle est dans la

trompe utérine afin de prévenir une implantation prématurée'® (Figure 2; page 3).

Au cinquiéme et sixiéme jour, on assiste a la formation du blastocyste ou les cellules
périphériques commencent a se polariser. Au milieu, il se creuse une cavité qu'on appelle
blastocéle et se remplit d'un fluide''. Les cellules périphériques vont former le trophoblaste
primitif (ou trophectoderme), qui servira lors de I'implantation (nidation) de 1’ceuf fécondé’
(Figure 2; page 3). Les cellules les plus internes forment une petite masse qui adhére au pole
apical de l'ceuf sur le trophectoderme'”. Ces derniéres auront le nom de Masse Cellulaire
Interne (MCI). La MCI forme la cavité amniotique au cours du 8™ jour post-fécondation, peu
aprés l'implantation dans l'endométre’”. En méme temps I’épiblaste et 1’hypoblaste
apparaissent comme deux couches de cellules non stratifiées (disque bilaminaire) en dessous

de la cavité amniotique. C’est 1a que la gastrulation aura lieu.
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Figure 2. Etapes de migration et de différenciation du zygote. Tirée de Richard D et al.

(2015)",
1.2.2 Gastrulation

La gastrulation est I’étape ou I’embryon subit des changements profonds et des
mouvements morphogénétiques'®. Elle sert a former I’embryon et les structures essentielles
qui le soutiennent pendant la grossesse, par des mouvements, réarrangements et

différenciations cellulaires®. C’est la période de développement pendant laquelle se mettent en

place les trois feuillets fondamentaux de I’embryon a partir de 1'épiblaste (Figure 3; page 5):



Ectoblaste : Couche la plus externe et qui est a I'origine de plusieurs types de cellules et tissus,
comme par exemple, mélanocytes qui dérivent des cellules de la créte neurale, épiderme et
systéme nerveux.

Mésoblaste : Couche intermédiaire qui donne naissance aux os, cartilage du squelette, muscles
(lisse et squelettique stri¢), systéme cardiovasculaire et lymphatique et structures d’origine
mésodermique.

Endoblaste : Couche la plus interne qui est a 'origine du tube gastro-intestinal et du systeme
respiratoire. Les glandes et cellules glandulaires des organes associés au systéme gastro-

intestinal, comme foie et pancréas, se développent a partir de 1’endoderme aussi'”.

Les cellules épiblastiques vont commencer a converger et migrer pour former un
épaississement au bout postérieur du disque qui produira le nceud primitif (Noeud de Hensen),
la ligne primitive. Ces derniers se creuseront en gouttiére primitive et sillon primitif'®. Le
sillon primitif consistera en une population de cellules en continuel changement. Il sert de
passage et de transition pour les cellules épiblastiques en migration pour devenir des futures
cellules endodermiques et mésodermiques'’. Le nceud, sillon et gouttiére apparaissent au début
dans le coté postérieur de I’embryon et continueront & migrer en direction caudo-rostrale'®. Au
19ieme jour, le Nceud de Hensen induit la formation de la plaque chordale par invagination des
cellules épiblastiques (Figure 3, 4; page 5). La plaque chordale se transformera plus tard en

notochorde et induira la formation de la plaque pré-chordale au niveau rostral'®.



Figure 3. Embryon tri-blastique vue du haut avec les cellules de 1’épiblaste en train de migrer

vers la ligne primitive et le nceud de Hensen. Tiré de Mauriés JP (2017)".

Mészcblaste extraembryonnaire

— Epiblaste
— Noeud primifif
— Ligne
A primitive .
a4
Cavité gy <4
amnictique kil I LA ()
S '; r‘f” ey "‘\
"
L Sac
vitellin Hypoblaste
Allantcide

Mésenchyme — Nofochorde

Figure 4. Une section longitudinale du disque tri-blastique en gastrulation. Les cellules de
I’épiblaste passent par la ligne primitive et forment le mésoblaste, la notochorde se forme de la

méme fagon mais au niveau du Noeud de Hensen. Adapté de Standring S. (2015)%.



1.2.2 Organogénése : formation du tube neural.

1.2.2.1 Neurulation primaire:

Cette étape arrive 4 la fin de la 3™ semaine de grossesse (post-fécondation) chez les
humains, ce qui correspond & 8.5 jours embryonnaires chez les souris’’. Au 18"™ jour, le
mésoderme chordal, la notochorde et la plaque pré-chordale, envoient des signaux qui vont
induire la transformation de 1’ectoderme sus-jacent, transformant un épithélium simple
pavimenteux, en une plaque neurale avec un épithélium simple cylindrique (ou prismatique)
pseudo-stratifié® %% **. Cette plaque neurale est large du c6té antérieur ou se formera la partie
craniale alors qu'elle est serrée du coté postérieur pour former la future moelle épinicre de
I’embryon. La notochorde et le mésoderme envoient des signaux qui induisent la formation de
la plaque neurale. Des molécules antagonistes aux BMPs comme Noggin (pour BMP4),
Follistatine (pour BMP4, BMP6 et BMP7)** % et Chordin (qui se lie directement aux BMP
pour prévenir leur liaison aux récepteurs)® secrétées par le mésoblaste axial sous-jacent
inhiberont I’action des BMP sur 1’épiderme pour assurer sa différenciation en plaque neurale*”

¥ Noggin n’est pas essentielle dans cette induction alors qu’elle est indispensable pour le

développement normal et 1’établissement du tube neural et des somites chez la souris®’.
Le tube neural est maintenant prét pour la fermeture (Figure 6; page 9).

Deux types de processus morphogénétiques sont nécessaires pour la fermeture du tube neural :

La convergence-extension et la constriction apicale.

A. Constriction apicale :
Au niveau cellulaire, la formation des points d’articulation médian et dorsolatéraux est

dépendante de la constriction apicale. Le neuro-¢épithélium étant initialement pseudostratifié,



les cellules qui formeront les futurs points d’articulation commencent a se rétrécir au niveau
apical (Figure 6; page 9). Ce rétrécissement est caus¢ par un réarrangement des molécules du
cytosquelette, surtout 1’actine. Shroom3 est capable de se lier a 1’actine et causer cette
constriction. Des souris avec un shroom3 défectueux (null) développent une exencéphalie
(ATN sévere). La constriction apicale est accompagnée par un changement du coté basal de
ces cellules ou I’on voit que ce dernier devient plus large, aidé par un changement de la
position du noyau vers le coté basolatéral. Cet allongement des cellules de I’'MHP,
accompagné d’une constriction apicale, est induit méme si tous les tissus qui entourent ces
cellules sont enlevés, tant que la notochorde est présente. Ceci démontre que la formation des
MHP est dépendante seulement des signaux envoyés par la notochorde et ne dépend
aucunement d’une pression mécanique générée par 1’¢lévation des replis neuraux.
Signalisation “ventralisante” :

Les molécules morphogénétiques Shh induisent la formation du point d’articulation médian
(MHP) de fagon parall¢le a la formation de la gouttiére neurale et I’élévation des bourrelets
neuraux appelés ensuite, replis neuraux. Ces molécules provenant de la notochorde induisent
la formation de la plaque du plancher (PP, floor plate) du tube neural.

Shh est exprimé au début par la notochorde, qui se trouve dans le co6té ventral du futur tube
neural (Figure 5; page 8). Ce géne induit I’expression de Foxa2 en dessus de la notochorde.
Cette molécule est capable d’induire a son tour I’expression de Shh dans la plaque du plancher
prospective. Les cellules de la PP commencent a secréter Shh a leur tour®. Etant une molécule
morphogénétique, une haute concentration en Shh stimule la formation de domaines ventraux
avec des marqueurs spécifiques comme Nkx2.2 dans les cellules du V3. Alors qu’une

diminution du signal Shh en s’¢loignant de la PP vers le c6té¢ dorsal, combinée avec une



concentration ¢levée de molécules BMP sécrétées par la plaque du toit (PT, roof plate) et

I’ectoderme, stimule le développement des domaines dorsaux (DD).

D'autres molécules comme les facteurs de croissance des fibroblastes (Fgf) et l'acide
rétinoique (RA) sont sécrétées par la notochorde et auraient un effet similaire a Shh
(ventralisation du tube neural)®”. En méme temps, I'¢lévation des extrémités latérales de la
plaque neurale va former la gouttiére neurale et les replis neuraux®’. Les replis neuraux (ou
bourrelets) commencent a s'approcher l'un de l'autre mais ne seront pas capables de se
rejoindre sans la formation des DLHP (Figure 6; page 9). La formation des DLHP est surtout
essentielle dans la partie médiane et caudale de la plaque neurale®’. Elle n’est pas formée dans
la partie antérieure (les BMP et Shh inhibent la formation de DLHP dans cette partie et cette
inhibition est surtout diie au fait que Noggin n’est pas exprimé pour antagoniser 1’effet des
BMP). Le point d’articulation de la charniére médiane (MHP) ne se forme pas dans la partie

caudale puisque Shh n’est pas exprimé dans cette région”.

Wnt
BMP

Plaque
du Toit

Plagque du
Plancher

Notochorde

Figure 5. Shh sécrété par la notochorde avec un effet ventralisant du tube neural.
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Figure 6. Fermeture du tube neural et formation des points d'articulation médian (MHP) et

dorsolatéraux (DLHP).



B. Convergence et extension : Ce mécanisme est I'un des phénomenes les plus importants afin
d’accomplir la fermeture du tube neural suite a 1’élévation des replis neuraux et la constriction
apicale. Les cellules neuro-épithéliales d’un bord de la plaque neurale commencent a
s’intercaler avec les cellules de ’autre bord de fagon perpendiculaire a 1’axe d’extension
antéro-postérieur®. Ce processus implique un rétrécissement de 1’axe médio-latéral et un
allongement (extension) de I’axe antéro-postérieur™ (Figure 7; page 11). La CE est régulée par
la voie de signalisation Wnt non canonique appelée aussi la voie de la polarité¢ cellulaire
planaire (PCP) (discuté en détails dans la section 1.6.2).

Une fois qu'il y a un contact, le coté ectodermique du premier repli neural se dissociera du c6té
neuro-ectodermique et s'unira avec la partie ectodermique du deuxiéme repli neural. Cette
dissociation fait en sorte que les extrémités latérales de la plaque neurale se touchent et les
cellules s'intercaleront pour former un tube primitif unicellulaire (Figure 6; page 9).
Signalisation “dorsalisante” :

La dorsalisation du tube neural requiert aussi des protéines de signalisation comme les BMPs
et Wnt (wnt-7a)>. Les BMP sont sécrétées par l'ectoderme dorsal nouvellement formé et sont
capable d'induire la formation des cellules de la créte neurale et la PT*” **. Les cellules de la
PT aussi secréteront a leur tour des BMPs qui induiront la différenciation de plusieurs types

d'interneurones selon le gradient de BMP*®.
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Figure 7. Convergence et extension, un mécanisme qui permet l'extension de l'axe antéro-
postérieur suite a l'intercalation des cellules des deux replis neuraux par convergence latéro-

médiale.

A part la téte, les cellules de la créte neurale se délaminent de la bordure neurale seulement
aprés ou pendant la fusion des deux replis neuraux . Beaucoup de marqueurs de futures
cellules de la créte neurale (comme snaill, snail2 et msxI) ont été identifiés dans la région
dorsale ou s'accomplit la fusion des replis neuraux. Ces cellules entreprennent une migration a
travers le corps de I'embryon et produisent de fagon remarquable diverse types de tissus avec
différentes propriétés. Les cellules de la créte neurale peuvent se transformer en neurones,
cellules gliales des ganglions, cellules de Schwann qui entourent les nerfs périphériques,

cellules pigmentaires, chromatophores et cellules musculaires (lisse).
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1.2.2.2 Neurulation secondaire:

La neurulation secondaire, qui commence autour du 26°™ jour représente la
différenciation de la partie caudale du tube neural, a partir de I'éminence caudale. L’étape
s’accomplit sans passer par une étape intermédiaire qui est la plaque neurale®’ (Figure 8; page
13). Chez I’embryon du poulet, les cellules qui formeront 1’éminence caudale et qui seront a
I’origine de la neurulation secondaire se trouvent, prés du nceud de Hensen de facon caudo-
médiale ** t6t dans le développement. Cette éminence caudale se forme autour du 20i¢me jour
dans I’embryon humain et apparait comme une élévation. Elle sera a l'origine de plusieurs
paires de somites (a partir des paires de somites 32 et 35 chez I’humain et la souris

respectivement), de la partie caudale de la moelle épini¢re, la notochorde, des vaisseaux

sanguins et ceelome.
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Figure 8. Neurulation primaire et secondaire. Adapté de Janigro. D (2009)*
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1.2.2.3 Points d’initiation de fermeture du tube neural :

La neurulation primaire chez les humains a été étudiée en utilisant des embryons

humains post mortem®” 4> !

. A vingt jours, on est capable de distinguer les 3 principales
divisions du cerveau et la gouttiére neurale est entierement ouverte, deux jours plus tard on
peut voir les replis neuraux qui commencent a se fusionner a la jonction entre le futur tronc
cérébral et la future moelle épiniére. Généralement, on décrit cette fermeture du tube neural
3iéme

chez les humains par un processus qui commence a la région du futur cou entre les et

6"™ somites et puis procede de fagcon bidirectionnelle caudalement et rostralement comme une
fermeture éclair. C'est le "modele de fermeture continue". Ce processus finira lorsque les
neuropores antérieur et postérieur seront complétement fermés. Ce modele et le modéele de
cinq sites proposés par Van Allen et al en 1993 (Figure 9b; page 15) ont été réfutés par
plusieurs études comme celle de Nakatsu et al en 2000 ou ils ont examiné des embryons

humains (Centre de recherche sur les anomalies congénitales de Kyoto University) et ont

proposé par la suite un modele a trois sites d’initiation (Figure 9c; page 15).

Chez la souris, le premier point de contact et fusion entre les replis neuraux arrive a la
jonction entre thombencéphale et la moelle épiniere (Figure 9a; page 15). Comme chez les
humains, la fermeture continue dans deux directions, une rostralement et 1'autre caudalement.
Le deuxieme site de fermeture commence a la bordure entre le prosencéphale et le
mésencéphale, de la méme facon elle poursuit dans les deux directions (Figure 9a). Un

troisieme site d'initiation se trouve plus rostralement sur la plaque neurale (Figure 9a).
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Figure 9. Sites d'initiation de fermeture du tube neural représentés de fagon successive dans le

"%

temps chez la souris*', (b) le modéle de multi-fermeture chez 'humain®, (c) comme observé
chez les humains®. Les fléches vides dans (c) indiquent les neuropores antérieurs et

postérieurs. Tirée de Hans J et al (2014)*7,

1.2.2.4 Anatomie du Systéme nerveux central (SNC):

Directement apres la formation du tube neural, le systéme nerveux central commence a
se subdiviser. La partie rostrale s'élargit alors que le reste du tube neural se différencie en
moelle épiniére. Cette partie rostrale se subdivise pour former les trois vésicules primaires, le
prosencéphale (forebrain), le mésencéphale (midbrain) et le rhombencéphale (hindbrain)
(Figure 10A, C; page 16). Ces trois vésicules vont se développer pour donner cinq autres’. Le
prosencéphale va se subdiviser en télencéphale (qui formera les deux hémispheres cérébraux)
et diencéphale (a partir duquel se formeront le thalamus et hypothalamus, de plus il formera
les vésicules optiques par évagination, qui donneront naissance aux couches, neurale et

pigmentaire de la rétine). Le mésencéphale ne se subdivise pas. Le rhombencéphale se
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transformera en métencéphale et myélencéphale, des vésicules qui se différencient en cervelet

et bulbe rachidien, respectivement (Figure 10B)*
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Figure 10. Développement de I'encéphale et de la moelle épinicre a partir du tube neural chez

les vertébrés. Adaptée de Dan H. Sanes et al (2011)*.

1.3. Anomalies du tube neural (ATN)

La classification présentée ici se base sur la nature anatomique de ’anomalie. D’autres
classifications peuvent prendre en considération I’origine embryologique de 1’anomalie. Dans
ce cas, les anomalies spinales peuvent se diviser en 3 catégories : 1-Anomalies de gastrulation;
2-Anomalies de neurulation primaire; 3-Anomalies de neurulation secondaire et de
différenciation. Afin d’inclure cette information, I’origine connue de chaque anomalie listée

sera citée dans la description.
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1.3.1 Les ATN craniales:

L’encéphalocéle est une ATN rare représentée par une masse de tissu cérébral en boule qui

fait une protubérance dans le crane, généralement du coté occipital du crane (75% des cas;
coté frontal: 25% des cas) (Figure 11; page 20). Le délai intellectuel et moteur est associé
beaucoup plus aux cas d'encéphalocele postérieurs. La quantité de tissue cérébral incluse dans
la protubérance détermine le degré de dysfonctionnement cérébral. Si la déformation inclut un
ventricule, I’hydrocéphalie est inévitable. L’augmentation de la pression peut des fois causer

la rupture de la peau couvrant les tissus et une infection peut se développer.

L’anencéphalie est une ATN plutét rare appelée aussi ‘“‘cranioschisis”, ou les deux

hémispheres cérébraux sont absents (Figure 11; page 20). Ces enfants ne survivent pas et
meurent lors ou peu apres leur naissance. Cette ATN survient quand le neuropore antérieur

n’arrive pas a fermer au 26'“™ jour post-fécondatoire.

1.3.2 Les ATN cranio-spinales:

La craniorachischisis est une forme rare d'anomalie mais la plus sévére des ATN, dans
9

laquelle tout le tube neural reste ouvert (Figure 11; page 20). Le défaut de fermeture arrive au
22°™ jour post-fécondatoire pendant la neurulation primaire. Les enfants atteints naissent

morts ou meurent peu apres.

L’iniencéphalie est une des rares ATN retrouvées avec une incidence globale estimée entre

1/1000 et 1/100 000 naissances. Elle peut ressembler a un craniorachischisis. Elle est
caractérisée par une ouverture a la jonction cervico-occipitale et I’absence totale ou partielle

de vertebres craniales et thoraciques, 1’absence du cou et une rétroflexion de la colonne
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cervicale (Figure 11; page 20). Le pronostic est séveére et la survie est impossible dans la

majorité des cas.

1.3.3 Les ATN spinales :

Le syndrome de régression caudale est le résultat d’'un défaut de développement lors de la

gastrulation. Méme si cette anomalie est rare, elle est associée fréquemment au diabete
maternel. Comme le nom I’indique, elle touche la partie inférieure de la colonne vertébrale et

généralement associée a des degrés variables d’agénésie des vertebres sacrées et coccygiennes.

La lipomyeloméningocéle originaire d’un défaut de neurulation primaire, cette anomalie est

semblable au lipoméningocele, mais les cellules venant du mésoderme sont capables de migrer
a partir des replis neuraux et se retrouvent dans la gouttiere neurale. Ces cellules vont se
différencier en une masse de cellules adipeuses couvertes par l'épiderme. Cette masse se

déposera dans et par-dessus le tube neural et par conséquence, la dure mére ne se formera pas.

La lipoméningocéle est caractérisée par la présence d’une masse sous-cutanée de graisse,

avec une hernie des méninges. Cette anomalie arrive lors de la neurulation primaire. Des
cellules du mésoderme vont se situer entre les méninges et le tube neural nouvellement formé.
Ces cellules vont se différencier en une masse de cellules adipeuse, couverte par 1'épiderme et
les méninges et vont appliquer une pression sur la moelle épiniere. La dure mére ne se formera

pas (Figure 11; page 20).

La myeloméningocéle ou spina bifida, originaire d’un défaut de neurulation primaire, elle est

I’une des plus complexes anomalies du tube neural. Elle est aussi la forme la plus commune.
L'anomalie inclut la peau, les muscles, les méninges, la moelle épinicre, les ganglions nerveux

et corps vertébraux, et touchant dans la majorité des cas la région lombaire-sacrale (Figure 11;
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page 20). Elle peut aussi se trouver dans la région thoracique et plus rarement au niveau
cervical. La mortalité qui peut étre causée par une hydrocéphalie, une méningite et/ou un
dysfonctionnement rénal, s'é¢léve a 50% si la maladie reste non traitée. Une intervention est
obligatoire pour assurer la survie de D’enfant. L'hydrocéphalie serait causée par une

malformation Chiari de type IL.

La_ méningocéle est une saillie des membranes (méninges) qui recouvrent la colonne

vertébrale et une partie de la moelle épiniére sans le tissu nerveux, qui résulte d'un défaut
osseux dans la colonne vertébrale (Figure 11; page 20). Cette anomalie est causée initialement
par un défaut durant la neurulation primaire. Par contre elle ne cause généralement pas de
problémes neurologiques. On peut la voir sous forme de sac rempli de fluide couvert par la

peau.

Spina_bifida occulta est une condition dans laquelle une ou plusieurs vertébres sont

malformées (Figure 11; page 20). Quelques signes sur le dos peuvent I'accompagner, comme
une hyperpigmentation de la peau, une touffe de poils, une fossette ou méme un lipome (petite
masse de graisse). Dix a 15% de la population générale peut étre affectée par cette

malformation. Elle est généralement asymptomatique.
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Craniorachischisis Anencéphalie Encéphalocéle Inencéphalie

Spina bifida occulte Lipoméningocele Méningoceéle Myeloméningocele

Figure 11. Un schéma qui représente divers types d’ATN craniales et spinales. Adapté de

Egan P. (2011)*.

1.4. Diagnostic et méthodes de dépistage anténatal des ATN

Il est généralement recommandé¢ pour les femmes enceintes de faire un dépistage (screening)

prénatal entre les 15 et 221 semaines de gestation, pour maximiser la précision du test,
minimiser le taux de faux-positifs et permettre un traitement optimal pour les grossesses

affectées.

1.4.1 Dosage de I'a-Foeto-Protéine Sérique Maternelle (AFPSM)

Cette protéine est produite par le foie et le sac vitellin du feetus en développement.
Cette protéine peut étre relachée dans le fluide amniotique si I'embryon souffre d'une ATN

ouverte. L’AFP peut maintenant passer dans le systéme sanguin maternel. Ce qui signifie que
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si 'ATN est fermée il y aura beaucoup moins de chance de la détecter par cette méthode. Le
résultat est considéré positif si le taux mesuré de la protéine, pendant le deuxiéme trimestre de
la grossesse, est supérieur d'au moins deux fois et demi le taux normal d'AFPSM pour l'dge

gestationnel auquel le prélévement était fait®.

1.4.2 Examens échographiques

Le diagnostic des ATN via ultrasons vient généralement apres un test positif du DAFP
sur le sérum sanguin maternel pendant le deuxiéme trimestre de grossesse. Les ultrasons sont
capables de déterminer avec certitude, ou presque, si I'embryon est atteint d'une ATN *°. A
moins qu'il y ait une incertitude via I'échographie, et qu'il y ait un risque que I'ATN soit cachée

et difficile a voir, il n'est pas recommandé¢ de faire une amniocentése.

1.4.3 Amniocentése

Cette procédure invasive ne doit pas €tre utilisée a moins qu'il ait eu un antécédent
d'anencéphalie, de spina bifida, myeloméningocele ou d'encéphalocele ou que le taux
d'AFPSM testé soit élevé. Le liquide amniotique est recueilli (20ml) par ponction a l'aiguille
fine, a travers la paroi de 1'abdomen et de I'utérus. Cela permettra de doser le taux d’AFP du
liquide amniotique (AFPLA) qui sera anormalement élevé dans le cas ou une ATN est
présente’’. Le risque sur l'enfant 4 naitre et élevé, raison pour laquelle il faudrait évaluer les
risques et les avantages. Généralement on utilise cette méthode comme dernier recours (si par

exemple les résultats par ultrasons sont négatifs).
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1.4.4 Dosage du taux de I'acétylcholinestérase (AChE)

Ce test se fait sur le liquide amniotique chez les femmes a 14-23 semaines de
grossesse. Si le taux d’AChE est plus élevé que 4,5munités/ml, le test est considéré positif. 1l
prédit la présence d'une ATN ouverte de fagon meilleure que le test du taux d'AFP du liquide

amniotique™.

1.5. Etiologie des ATN

L'étiologie exacte des ATN n'est pas encore connue. Par contre, il existe des preuves
qui impliqueraient plusieurs facteurs environnementaux et génétiques qui conduisent a
l'apparition d’une ATN. La carence en acide folique, en myo-inositol et d'autres
micronutriments, prise de médicaments, 1'état de santé de la mére et des variantes génétiques,

seraient des facteurs qui contribuent a un risque plus élevé.
1.5.1 Facteurs environnementaux

1.5.1.1 Carence en micronutriments:

Acide folique:

L'acide folique, aussi connu sous le nom de vitamine By, agit comme coenzyme dans la
biosynthése des précurseurs de purines et pyrimidines des acides nucléiques qui sont
importants dans la synthése de 'ADN chez le feetus durant la grossesse™. Il est considéré
important pour le développement des globules rouges et blanches, pour le développement du
SNC et pour la production de la méthionine, une acide aminée essentielle pour la méthylation.

Le folate est important pour la biosynthése de la méthionine a partir de I'homocystéine et du 5-
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CH;-THF, une réaction catalysée par la méthionine synthase. Une déficience en acide folique
peut causer des défauts dans la voie de signalisation métabolique du 1 carbone, ce qui peut

pia 50
engendrer une homocystéinémie™ .

La relation entre 1'acide folique et les ATN est maintenant bien établie. Un grand nombre de
recherches cliniques impliquent 1’acide folique dans la prévalence des ATN. Surtout le fait
qu'une supplémentation en acide folique dans la période périnatale diminue le risque d'ATN
dans 50% a 70% des cas ¢étudiés, rendant la maladie congénitale, évitable. L'étude de
Milunsky A et al en 1989, a prouvé une réduction du risque d'ATN aprés supplémentation
quotidienne en acide folique. Dans cette étude, 10 grossesses avaient une ATN parmi 10 713
femmes qui ont pris de I'acide folique avec des multivitamines alors qu'il y a eu 39 grossesses
avec ATN sur 11 944 femmes qui ont pris des multivitamines sans acide folique. La réduction
du risque était de 72% >'. Une étude en particulier qui s'est penchée sur la récurrence des ATN
et non l'occurrence (pas d'historique d'ATN) publiée en 1991,>* a joué un grand role sur la
décision du CDC (Centre du contrdle et prévention des maladies) aux Etats-Unis, d’émettre
des recommandations aux femmes concernant l'ingestion d'acide folique quotidienne (un
minimum de 0,4 mg/jour pendant le premier trimestre de grossesse). D'autres études ont
prouvé qu'un bas niveau-de-base en acide folique chez la femme la rendait plus susceptible de
bénéficier de la supplémentation. Alors que, des femmes avec un haut niveau-de-base en acide

folique en bénéficieraient moins .

Oman était le premier pays a avoir implémenté une fortification obligatoire en acide folique
de 5mg par kg de farine blanche au niveau national en 1996 afin de réduire le risque des

ATN*. Les Etats-Unis l'ont suivi en implémentant la fortification en 1998 sur beaucoup de
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produits a base de farine et de graines de céréales a 140pg/100g. Le Canada et Costa Rica ont
aussi implémenté la fortification en 1998 de 150pg et 180ug/100g de farine respectivement”.
Jusqu'en 2013, il y avait 64 autres pays qui ont adopté la recommandation de la fortification
obligatoire en acide folique. En Europe quelques pays ont adopté les recommandations mais
ne les ont pas implémentés (Irlande et Royaume Uni)™.

Mpyo-Inositol :

Le myo-inositol ou inositol est un facteur de croissance. Ce composé a été isolé a partir des
muscles en 1850. Il s’agit d’un nutriment essentiel qui est membre du complexe des vitamine
B. L'inositol joue une rdéle clé dans le transport des lipides, métabolisme des lipides
hépatiques, fonction de la membrane cellulaire, transmission nerveuse et l'activité des
neurotransmetteurs. L'inositol 1i¢ au phosphate joue un réle trés important dans la signalisation
cellulaire.

Des ¢études chez les humains qui ont testé le niveau de myo-inositol maternel ont démontré un
role pour ce dernier dans le développement d'un ATN chez I'embryon. Groenen PM et al, ont
investigué le role de myo-inositol maternel sur l'apparition d'une spina bifida chez I'enfant. Ils
ont trouvé que le niveau de myo-inositol maternel était 5% plus élevé chez les meres sans
enfants avec spina bifida que chez les méres ayant un enfant atteint. Cette étude a aussi mesuré
le taux de glucose et de zinc sur la méme cohorte de meres ayant un enfant atteint et meéres
controles. Il trouvent que les concentrations de glucose et de zinc étaient significativement
plus €levées (7%) et significativement plus basses (5%) respectivement chez les mamans ayant
un enfant atteint que chez les mamans contréles >°.

Des études chez une souris modele des ATN appelée curly tail ont démontré que ces souris

sont sensibles a 'inositol mais résistantes a l'acide folique’’. Donc le myo-inositol pourrait étre
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un bon choix pour prévenir le développement d'ATN chez les individus résistants a l'acide
folique. L'observation faite par 1'équipe de Copp que la thérapie a l'inositol était bien tolérée
chez les femmes en grossesse avec un grand risque de récurrence™ encourage l'utilisation de

cette molécule dans les programmes de prévention d'ATN.
Vitamine B12:

Quelques ¢tudes chez les humains affirment qu'un bas niveau en holotranscobalamine
(holoTC) (un indicateur sensible de la vitamine B12) dans le sérum maternel serait associé¢ aux

ATN résistants  la supplémentation en acide folique ** .

1.5.1.2 Prise de médicaments: Anticonvulsivants

Ces médicaments peuvent étre utilisés dans des applications autres que pour traiter
I’épilepsie. Ils peuvent étre utilisés pour des maux d’origine neuropathique, des désordres
psychiatriques et méme des migraines. Comme ces médicaments sont répandus et
fréquemment utilisés, beaucoup de femmes souffrant d’une épilepsie ou non, ont été exposées
a ces drogues. D¢ja la grande majorité des femmes épileptiques en période de grossesse et qui
doivent subir une thérapie aux anticonvulsivants, auront un enfant avec une malformation

congénitale (risque d’avoir un enfant avec une malformation peut tripler chez ces femmes).

Acide Valproique: Des ¢études sur ce composé ont démontré que le risque d’avoir un enfant

avec une ATN s’¢leve a 1 ou 2%. Le risque dans une population en général étant autour de 1 a

2 par 1000 naissance, le risque avec la prise de 1’acide valproique se multiplierait par 105143,

Carbamazépine, ou CBZ, est aussi utilisée dans le traitement de 1’épilepsie. Elle est

considérée comme une drogue qui peut antagoniser 1’effet de 1’acide folique (inhibiteur de

dihydrofolate réductase). La prise de la carbamazépine pendant la grossesse a été associée
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avec I’apparition d’une ATN chez les enfants dans une étude de 1242 cas d’ATN et un groupe

témoin avec ATN ayant eu une supplémentation en vitamines ** (incluant I’acide folique).

Phenobarbital, primidone et phénytoine: Utilisés premicrement comme médicament

antiépileptiques, toutes ces drogues avec ’acide valproique sont des composés qui peuvent
déréguler le métabolisme de 1’acide folique (antagonistes). Une étude faite par Hernandez
Diaz et al., trouve que méme une supplémentation quotidienne en acide folique de 0.4mg n’a
pas d’effet dans la diminution du risque de développer une ATN chez des meéres qui utilisent
ces drogues (valproate, phénobarbital, primidone et phénytoine), par comparaison avec les
meres qui ont eu la méme supplémentation mais ont utilis¢ d’autres antagonistes de 1’acide
folique (comme aminoptérine, méthotrexate, sulfasalazine, pyriméthamine, triamterene, et

trimethoprim)®*.

1.5.1.3 Conditions métaboliques:

Diabéte : Méme si le mécanisme par lequel une hyperglycémie chez la mere peut affecter la
fermeture du tube neural n’est pas connue, un lien fort entre ces deux conditions est présent.
Des études ont trouvé que le diabéte affecte le développement du plexus choroidien, le tube
neural au niveau de la moelle épiniére dans I’embryon de la souris. D’autres études proposent
un modele qui lie le sous-développement du plexus choroidien avec une diminution dans la
production de liquide céphalorachidien (LCR) ®. Le LCR étant important dans la survie des
cellules du neuro-épithélium et la prolifération de ces cellules, il peut affecter 1’expression des
génes de la partie mésencéphalique du tube neural®® . Le diabéte maternel peut aussi induire
une hypoxie et par la suite un stress oxydatif. Une étude sur ce stress oxydatif trouve qu’il est

capable d’induire des défauts dans I’expression de beaucoup de geénes. Par exemple,
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I’expression de Pax3 chez la souris se trouve inhibée lors d’un stress oxydatif induit par une
augmentation du taux de glucose dans le sang °*. Pax3 étant un stabilisateur (inhibiteur) des
niveaux d’expression de p53 (geéne de suppression tumorale), la diminution de son expression
se traduit par une augmentation de I’expression de p53, induisant une augmentation de

I’apoptose neuroépithéliale °®. Cette apoptose non régulée peut causer une ATN.

1.5.2 Facteurs génétiques.

Les preuves sur la présence d’une partie génétique qui contribue a I’apparition des ATN
peuvent inclure : a) la présence d’une association avec des anomalies chromosomique (i.e.
trisomie 13) ou des syndromes génétiques (i.e. syndrome de Meckel), b) un risque plus élevé
d’avoir un deuxiéme enfant affecté par un couple qui a déja eu un enfant affecté d’'une ATN (3
a 5 fois) et c) 'occurrence de cas dans des familles, qui ne suivent pas une hérédité de type
mendélienne®® . Ces modéles de transmission héréditaire et les risques de récurrence pour
ces anomalies congénitales dans la famille ont été suggérés a suivre un modele de seuil
multifactoriel avec une variable continue dans la population qui peut dépasser un niveau
critique durant le développement et causer une anomalie chez 1’individus. L’ héritabilité¢ des
ATN est estimée a 60% avec plusieurs génes de susceptibilité; par contre le nombre, I’identité
et la contribution relative de ces génes dans 1’apparition d’une ATN spécifique demeure

inconnue’".

L’identification de genes prédisposants a 1’apparition d’une ATN chez I’homme par la
méthode de clonage positionnel est difficile a cause de 1’étiologie complexe et la rareté de
grandes familles avec plusieurs individus affectés. Une étude de liaison pangénomique des

ATN (Genome wide linkage screen) a identifi¢ quelques régions candidates sur les
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chromosome 2, 7 et 10; par contre, les résultats d’études de ce genre doivent étre interprétés
prudemment puisque plusieurs facteurs peuvent les rendre compliqués comme 1’hétérogénéité

72-74

génétique et la pénétrance variable Les études d’identification de geénes se sont

concentrées généralement sur les génes impliqués dans la voie de I’acide folique et sur des

N . N . 5
génes candidats chez des modéles d’animaux .

Malgré qu’au-dela de 200 genes jusqu’a présent ont été reliés a I’apparition d’une ATN, un
bon nombre de facteurs génétiques étudiés jusqu’a présent peuvent étre regroupés dans: 1) des
mutations qui affectent le métabolisme et le transport du folate et 2) des mutations qui

affectent la voie de signalisation PCP.

1.5.2.1 Mutations des génes reliés au métabolisme et transport du folate:

L’enzyme 5, 10-methylene tetrahydrofolate reductase (MTHFR) est importante dans la
génération de 5-MTHF pour la méthylation de I’homocystéine en méthionine. Cette derniére
peut étre réutilisée dans la méthylation de substrats (ADN, ARN, protéines et lipides) suite a
I’ajout d’'une AMP par la méthionine adénosyl-transférase.

La mutation 677C>T (A222V; rs1801133) a été associée avec une augmentation du

76 et irlandaise '’. Mais l’effet de ce

risque d’ATN dans les populations néerlandaise
polymorphisme est dépendant d’autres facteurs qui pourraient étre génétiques ou autre.

. i . \ A . 8
Puisque chez les italiens, cette mutation se trouve a étre associée avec un effet protecteur 7

Dans le transport de I’acide folique, plusieurs mutations ont été associées avec le risque
d’apparition d’'une ATN, comme les récepteurs FRa, FRf et FRy. Des mutations qui affectent
d’autres récepteurs ont été investiguées mais les résultats d’augmentation du risque n’ont pas

rr . 9. 80 . r  rge .
été reproduits’”” ®. Ceci prouve que beaucoup de facteurs génétiques inconnus peuvent
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influencer le métabolisme de 1’acide folique et que des études de plus grande envergure auront

besoin d’étre entreprises.

Dans le modéle murin, la souris curly tail (ct) a été étudiée extensivement pour la
présence d’ATN spinales (ATN craniales dans ~5%) chez les embryons ct/ct. La mutation se
trouve dans le gene Grhl3. Une déficience en inositol chez cette souris cause une
augmentation de la pénétrance d’ATN craniales (~70%) et une augmentation de la
concentration d’inositol peut corriger ces ATN. Cette mutante est par contre résistante a la
supplémentation en acide folique ®'. Elle serait probablement utilisable dans des études qui
visent a comprendre la raison pour laquelle des femmes peuvent toujours avoir un enfant

atteint malgré la supplémentation en acide folique avant et pendant la grossesse.

1.5.2.2 Mutations dans les génes de la voie PCP :

Chez la souris, des mutants de plusieurs geénes de la voie PCP, comme Vangl2 (Looptail),
Celsrl (crash) et Scrbl (circletail), Dishevelledl " Dishevelled2”, développent généralement
une craniorachischisis chez les homozygotes et moins fréquemment une spina bifida chez les

hétérozygotes.

Des ¢études chez la grenouille trouvent que les embryons sont anormalement petits dans 1’axe
antéro-postérieur et que la plaque neurale est plus large dans 1’axe médio-latéral lorsque
I’expression de dishevelled est dérégulée®. Les mémes observations ont été faites avec une
dérégulation de strabismus chez la grenouille®. Ces observations indiquent que ces génes (de

la voie PCP) sont cruciaux dans le processus de CE.

Mutations dans Vangl2:
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Van Gogh (Strabismus ou vangl) est un géne principal de la voie PCP. Il code pour une
protéine avec quatres domaines transmembranaires. Strabismus a ét¢ étudi¢ au début chez la
drosophile comme un geéne important dans la polarité cellulaire planaire dans les cellules

épithéliales des ailes.

Chez les vertébrés, deux orthologues de ce géne existent : Vangll et Vangl2. Chez la souris
Looptail (Lp), des mutations dans Vangl2 ont été associées avec 1’apparition d’ATN. Une
mutation faux-sens (S464N) dans Vangl? est responsable du développement de
craniorachischisis chez les homozygotes®™. D’autres mutations dans Vangl2 ont été

mljus

répertoriées grice a la mutagenése par ENU. La mutation Vangl2”?>* chez la souris Lp a

125N chez les embryons homozygotes. De plus les souris

aussi le méme effet que Vang
hétérozygotes pour ces mutations peuvent avoir des complications comme 1’infertilité chez les
males et ’absence d’une ouverture vaginale chez les femelles (jusqu’a 50%). Chez les
humains des mutations dans VANGLI et VANGL?2 ont été trouvées dans plusieurs cohortes de
patients atteints d’une anomalie du tube neural®™™®’. Plusieurs de ces mutations ont été validées
par la suite dans des essais fonctionnels (VANGL2 : R177H, R270H, R353C et F437S et
VANGLI : R181Q, R274Q), et ont montré un effet pathogénique sur 1’interaction avec les

protéines de la famille Dishevelled ® et sur la transport de la protéine vers la membrane

plasmique dans des cellules MDCK *%%.

Le r6le de la voie PCP dans la pathogénése des ATN a ¢été largement étudié. Des mutations
rares et nouvelles ont été associées a 1’apparition des ATN dans plusieurs génes de PCP
incluant FZ3, FZ6, DVL2, DVL3, VANGLZ2, PKI, PK2, DIVERSIN (orthologue de Dgo),

CELSRI (orthologue de Fmi), PTK7 et SCRIBI. Ces mutations ont ¢té génétiquement et
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fonctionnellement validées et 1’effet pathogeéne a été démontré pour plusieurs locus PCP
comme VANGLI, PK2, DIVERSIN et SCRIBBLE]I en utilisant divers essais fonctionnels.
D’autres patients avaient des mutations dans différents génes ou locus de la voie PCP
suggérant une interaction génétique entre ces loci dans la modulation de I’incidence des ATN.
Ceci démontre I’'importance du role de la voie PCP dans la pathogénése des ATN pour une

fraction des patients.

1.6. La signalisation Wnt

Cette voie de signalisation est trés importante dans le développement embryonnaire. A
peu pres 19 ligands wnt ont été répertoriés. Ces ligands peuvent lier plusieurs types de
récepteurs et co-récepteurs comme Frizzled (1-10), LRP5/6”" 91, ROR 1/292, RYK” , MUSK94,

PTK 7% et R-spondin’"*°.

1.6.1 Voie de signalisation canonique (B-caténine dépendante)

Cette voie est essentielle pour réguler la transcription des génes dépendamment de la
présence d'un signal wnt. Sans un ligand wnt qui active la voie, un complexe de destruction est
en continuel travail pour détruire P-caténine. Ce complexe de destruction se compose de
plusieurs protéines chaperonnes comme Axin, APC, GSK3 et CKla. Les co-récepteurs
LRP5/6 aussi sont importants dans cette voie et vont s'associer avec Axin sur la membrane

(Figure 12; page 33).

L'arrivée d'un ligand wnt sur le récepteur FZD induirait le recrutement de LRP5/6 ce
qui forme un complexe tertiaire. GSK3 qui inhibe "en temps normal" 1'activation de la voie

promouvrait le recrutement de Dvl-axin vers la membrane lors de la réception d'un ligand par

31



les récepteurs mentionnés. Il a été proposé que Dvl, par son domaine DIX pourrait inactiver la
fonction des complexes formés par Axin (qui possede un domaine DIX aussi) dans le
cytoplasme’” en se liant a cette derniére. Dés que le complexe de destruction se désassemble,
la B-caténine rentre dans le noyau par les pores nucléaires a l'aide des répétitions

« Armadillo » qui ressemblent a ceux de P-importin *

. Dans le noyau elle est capable
d’activer des genes cibles propres a wnt par son association avec des facteurs de transcription
spécifiques. Les facteurs de lymphocytes T (TCF) sont les plus connus'® '°!. Tls ressemblent a
des interrupteurs de transcription en réprimant celle-ci dans le cas ou la voie est inactive.
Beaucoup de co-régulateurs des TCF et B-caténine se trouvent dans le noyau mais leurs
mécanismes de fonctionnement sont moins connus. La partie N-terminale des TCF peut se lier
avec B-caténine. Ces TCF contiennent un groupe de haute mobilité (HMG) qui 1'aide a établir
la liaison avec I'ADN'®'% et I’importation nucléaire. Chez les vertébrés il existe 4 génes de
TCF, notamment TCF1, LEF1, TCF3 et TCF4. TCF3 serait un répresseur de la transcription
alors que LEF1 serait un activateur' > '%. TCF1 et TCF4 auraient la fonction d’activateurs ou

répresseurs dépendamment du contexte cellulaire. Par exemple, en cas de sur-activation, TCF1

pourrait agir comme répresseur de la voie'®.

32



Membrane
Plasmigue

f-Catenin
N—T O e—cC

@® Sa v C N—CCLCCCTBNCTE—C
o

Figure 12. Voie de signalisation canonique de Wnt. Une activation de la voie par un ligand li¢
au récepteur frizzled engendre une dissociation du complexe de destruction de B-caténine.

Adapté de Angers S, Moon RT (2009)""".

1.6.2 Voie de signalisation Wnt non canonique (Indépendante de B-caténine)

1.6.2.1 Voie de signalisation Wnt/polarité cellulaire planaire (PCP):

Les geénes de la PCP ont ét¢ premicrement découverts chez les embryons de
Drosophile, ou ils étaient identifiés comme étant importants dans les tissus épithéliaux pour la

110, 111

polarisation cellulaire . Les études génétiques des mutantes chez la drosophile ont

identifi¢ les geénes essentiels de cette voie qui sont : Strabismus/Van Gogh-like (Stbm/Vang),

33



Flamingo/Starry-night (Fmi/Stn), Dishevelled (Dsh), Frizzled (Fz), Prickle (Pk), and Diego
(Dgo). Cette polarité présente un phénomene biologique qui décrit la polarité¢ des cellules
dans le plan d'un épithélium, perpendiculaire a 1'axe apico-basal. Un des exemples les plus
connus qui décrivent cette voie est la polarité des cellules de l'aile chez la Drosophile.
Chacune de ces cellules possede une soie sensorielle, et sont orientées de facon a pointer dans
la méme direction''!. L’établissement de cette polarité n’est pas tout a fait compris, mais la
polarisation commence lors d’une distribution non symétrique et un enrichissement sélectif de
protéines vers la membrane. Chez la drosophile, deux complexes se forment suite au
recrutement de Prickle et Dishevelled par Frizzled vers la membrane. Du c6té distal se forme
le complexe Fz/Dsh et du c6té proximal celui de Vang/Pk dans les cellules épithéliales des
ailes. Flamingo (Fmi) une protéine avec un domaine extracellulaire devient enrichie sur les
coOtés proximal et distal et se lie aux complexes Fz/Dsh et Vang/Pk déja formés. D’autres
¢léments vont jouer un rdle de stabilisation de cette asymétrie. Pk inhibe 1’accumulation de
Dsh du coté proximal et Dgo (Diego) qui inhibe a son tour ’accumulation de Pk du coté

distal''?

. La perte d’un seul des genes de la voie PCP peut affecter la localisation de tous les
autres membres, ce qui veut dire que cette localisation intracellulaire mutuellement exclusive
serait le résultat de boucles de rétroaction positives induites par leurs interactions
fonctionnelles''>"°. Par contre, il n’est pas clair comment la direction de I’asymétrie est
établie''®. D'autres processus qui incluent l'arrangement des ommatidies des yeux de la

117

drosophile " seraient aussi régulés par la voie de signalisation PCP.

Cette voie de signalisation est conservée chez les vertébrés ou elle controle plusieurs
processus incluant la convergence et extension pendant la gastrulation et formation du tube

neural, l'orientation des cellules ciliées dans l'oreille interne et I’orientation des poils de la
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peau des vertébrés . La distribution asymétrique des complexes protéiques se retrouve

) , 1. 1212123
aussi conservée chez les vertébrés

(Figure 13; page 36). Des études chez les vertébrés
prouvent que la voie Wnt controle la voie PCP. Effectivement, Wnt5a, une protéine ligand qui
se lie avec Frizzled pour induire la voie, serait importante pour la polarité planaire des cellules

de l'oreille interne'?*

. Des ¢études chez le Xenopus ont montré que la PCP controle aussi des
événements morphogénétiques tot dans le développement. De plus, la déstabilisation de 1'un
des genes principaux de la voie PCP produit des défauts de développement similaires aux

défauts vus lorsque l'expression de wntll ou Dvl est déréglée''?. D'

un autre coté, le
récepteur Celsr peut antagoniser la voie de signalisation Wnt/p-caténine chez le Xénope'**,

alors que la protéine de Celsr avec la partie C-terminale tronquée peut affecter le processus

d'épibolie chez le poisson zébre'?’.
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Aussi, des études sur la perte de fonction de Vang et Pk chez la souris produisent des
embryons avec un axe antéro-postérieur raccourci, un phénotype qui est li¢ a la CE. La
déplétion de Vang et Pk en utilisant des morpholinos sur le poissons zebre et le Xénopus

84, 129-134

donne des résultats similaires . La relation entre la voie PCP et la signalisation wnt

n’est pas toujours claire. Par contre on remarque qu’au début de la gastrulation dans le Neeud
de Hensen Vangl! et Prickle2 se trouvent du coté antérieur de la membrane plasmique'* '*° et
les protéines Dishevelled se trouvent du coté postérieur dans la membrane plasmique des
cellules'*. Cependant, le gradient des ligands de la PCP, wnt3a et wnt5a, diminue dans la

direction caudo-rostrale!?* 3¢,
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Figure 13. Plusieurs voies de signalisation non canonique de polarité cellulaire planaire (PCP)
présentées dans un schéma simplifié. a) les complexes de la voie de PCP sont enrichis de
fagon non-symétrique, une polarité maintenue par des interactions mutuellement répressives.
b) montre le ligand wnt5a qui agit généralement dans la voie non-canonique de wnt et
s’associe avec des tyrosine kinases (Ror et Ryk). c¢) Le type de récepteur frizzled peut aussi
affecter la voie de signalisation, comme fzd7 qui agit généralement dans la voie non-
canonique. d) Fat et Dashous aussi agissent dans la voie PCP probablement par le recrutement

de caséine-kinase le. Fat peut recruter atrophine (corépresseur de transcription) pour inhiber
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I’expression de génes (four-jointed). ) La tyrosine kinase Ryk peut aussi affecter la guidance

axonale par I’intermédiaire de SRC. Adapté de McNeill H, Woodgett JR (2010)'.
1.6.2.2 Voie de signalisation Wnt/Ca®*

Plusieurs mode¢les de signalisation ont été proposés pour cette voie de wnt. Quelques
wnt sont maintenant reconnus comme €tant capable d'activer cette voie dépendamment du
contexte cellulaire. Dépendamment du type de récepteurs et corécepteurs qui se trouve sur la
surface de la cellule, la réponse va étre différente. Wnt5a 7 et Wntl11"*® avec le wnt3a % se
trouvent sur la liste de ligands qui induisent l'activation de cette voie. Ces trois molécules
peuvent dans quelques cas, selon le contexte cellulaire en récepteurs"’, activer la voie
canonique (B-caténine dépendante). Quelques études proposent que la concentration du ligand
pourrait avoir un effet sur le type de réponse'*’. D’autres études ont prouvé que le contexte en
récepteur peut aussi affecter I’action d’un ligand spécifique. Par contre, beaucoup de recherche
reste a étre faite dans ce sujet. Selon les premiéres études, les protéines suivantes principales
de cette voie seraient: la phospholipase C (PLC), l'inositol-triphosphate (IP;), et le
diacylglycérol (DAG). Frizzled2 était 1'un des premiers récepteurs a étre lié avec cette voie.
Dans une étude faite chez I'embryon du poisson zebre, la surexpression des récepteurs frizzled

2140 141 41 quisait un relachement du calcium intracellulaire. D'autre études

comme Fzd
suggerent l'implication de récepteurs couplés aux protéines G et la phosphodiestérase (PDE)

142 Cette derniére est capable de diminuer les niveaux de GMPc dans les cellules et induire

une augmentation du niveau de calcium intracellulaire'*.
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1.7. La souris comme mod¢éle dans I’investigation de la génétique

complexe des ATN humains.

Plusieurs points communs se trouvent entre la souris et I’homme dans la formation du
tube neural. La souris a servi a identifier plus de 300 geénes associés au développement d’une
ATN'". Une bonne partie de ces génes sont des membres de la voie PCP dont plusieurs ont
SRRy ST . ) 32,85-87, 144-146 . .
¢té validés dans des cohortes d’individus atteints d’ATN . De plus plusieurs études
ont combinés plusieurs effets génétiques (deux alleles de génes différents) et aussi des effets
environnementaux chez les mutantes'*” '**. De méme quelques études ont utilisé la souris
GDM (souffrant de diabete) pour investiguer 1’effet de facteurs environnementaux, comme la

supplémentation en myo-inositol'®.

Par contre aucune mutation causative d’ATN n’a été identifiée chez les humains. La
plupart des mutations chez les patients ¢tudiés jusqu’aujourd’hui ne se trouve que dans I’état
hétérozygote, montrant que les ATN ont une étiologie complexe. La cause d’une ATN
humaine serait probablement le résultat de plusieurs mutations hétérozygotes combinées soit,
dans le méme geéne ou dans la méme voie de signalisation ou aussi des protéines qui

interagissent physiquement ensemble'®

. Malheureusement, la seule facon de tester cette
hypothese c¢’était d’é¢tudier deux genes spécifiques et tester ’interaction génétique entre eux
dans la production d’un phénotype. Malgré le fait que cette approche, relativement simple, est
capable d’identifier des geénes associ¢s, elle ne représente pas la réalité. Le fait que beaucoup

de génes participent dans la gastrulation, la neurulation primaire et secondaire, signifierait

qu’il y aurait une infinité de possibilité pour produire une ATN.
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Afin de mieux comprendre I’étiologie de la maladie, il est important d’essayer
d’introduire tous les génes étudiés dans un catalogue, dans le but de construire une image
globale sur la progression de la fermeture du tube neural dépendamment du profil de
mutations ou SNPs. Pour accomplir une étude de ce genre, il faudrait avoir une approche de

genes candidats multiple dans un large groupe d’individus extensivement génotypés.

1.8. Looptail

Cette souris a été décrite depuis 1949 par Strong qui a remarqué la présence d’une
queue courbée dans I'une de ses lignées de souris. Le croisement de souris entre eux avec ce
phénotype produisait des embryons avec une craniorachischisis. Ce phénotype a été
éventuellement li¢ & une mutation dans le géne de la voie PCP, Ltap ou Vangl2 en 2001 chez
la souris Looptail (Lp). La mutation consiste en un changement d’un seul acide aminé, p.
Ser464Asn. D’autres alléles ont été¢ découverts par la méme €quipe dans des souris produites
par mutagenése a ’ethyl-nitroso-urée, qui sont Lp™"™ (Vangi2”?’%) en 2001'° et Lp™¥*
(Vangl2R259L) en 2011"". Par comparaison aux mutations S464N et D255E qui se transmettent
de facon semi dominante, 1’allele de Vangl2, R259L est hypomorphe. Il produit une spina
bifida et une queue courbée dans 12% et 77% des souris homozygotes respectivement'".

Des ¢études fonctionnelles ont utilis¢ les cellules “Madin-Darby canine kidney”
(MDCK) afin de visualiser la localisation de la variante mutée de Vangll (S464N; numérotage
Vangl2) et Vangll (D255E, numérotage Vangl2). Il s’est avéré que ces protéines ne sont plus
capables de se rendre et s’incruster dans la membrane plasmique. Avec un anticorps contre la
calréticuline, un marqueur de la membrane du réticulum endoplasmique (RE), ils ont été

capables d’établir que la variante mutée de la protéine se trouve majoritairement dans le RE'>.
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Puisque la protéine Vangl2 est exprimée dans plusieurs tissus chez I’embryon en
développement, et que celui-ci est indispensable dans 1’établissement de la PCP, beaucoup
d’autres systémes sont affectés par la présence d’un allele muté de Vangl2. Des exemples de
cela se trouvent dans les autres phénotypes découverts chez les mutants Lp, comme la
désorientation des follicules pileux de la peau chez les embryons homozygotes Lp/Lp (aussi
chez Crsh/Crsh mutants du géne Celsr)'>. De méme des changements ont été détectés dans la
forme des cellules épithéliales (de cylindriques en cuboides) dans I'utérus chez les mutants Lp
avec une perte de la polarité apico-basale de ces cellules'™*. Les embryons homozygotes pour
cette mutation démontrent aussi un défaut de fermeture des paupiéres (eyelid closure)'*®, une
diminution du diamétre du nerf optique et une augmentation de 1’épaisseur de la rétine'™.
L’¢tude faite par Greene et al en 1998, montre que la plaque du sol (FP ou floor plate) est plus
large chez les homozygotes Lp'>’. 1Is utilisent 1’expression de génes marqueurs de la FP et de
la notochorde (Shh et Netrinl) chez les embryons E9,5.

Ces données avec les ¢tudes d’interaction génétique entre Vangl?2 et les autres membres
de la voie PCP, montrent que les copies de la protéine Vangl2 constituent un facteur limitant
pour 1’établissement correct de la PCP dans plusieurs tissus (surtout épithéliaux). Cela est
confirmé par le fait que I’hétérozygotie de cet allele Lp/+ rend la signalisation non-canonique
plus sensible a des mutations de génes PCP. Ces mutations ne produiraient pas de phénotype a

I’état hétérozygote en temps normal (Vangll'® ', Dvi1/2/3'%% P8 Fz1/2', Celsr1'®,

Scribble!®" 162, Ptk7163, Sec24b"? 164, wnt5a124, Ryk93).
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2. Problématique et pertinence:

2.1. Problématique

Beaucoup d’études ont été réalisées afin de comprendre les changements au niveau
cellulaire et moléculaire qui affectent la fermeture normale du tube neural. La voie de
signalisation wnt non canonique a été investiguée par plusieurs groupes de recherche a cet
effet. Faisant partie des génes principaux régulant la voie PCP, Vangl2 était le sujet de
plusieurs études sur des cohortes de patients atteints d’ATN. Le séquengage de ces patients a
révélé des mutations ponctuelles dans Vangl2 qui ne se trouvaient pas chez le groupe témoin
887 D autres études chez la Souris et la Grenouille ont démontré que des mutations dans
Vangl? affectent fortement la formation du tube neural. Dans la présente étude, nous
identifions une nouvelle souris mutante Curly Bob qui présente un phénotype semblable a

Looptail (Vangl2¥***")

et qui interagit génétiquement avec cette dernicre. La caractérisation de
cette mutante est importante pour une meilleure compréhension de la voie PCP et de rapport

entre structure et fonction de Vangl2 durant I’établissement de la PCP dans le tissu

embryonnaire.

2.2. Hypothese et objectifs

Le but final des études génétiques et fonctionnelles est d'identifier des mutations chez
la souris qui causent une ATN grave. Des mutations ayant un aussi grand effet sur la fermeture
du tube neural chez les souris ont de grandes chances d'avoir un effet similaire chez les

humains. Nous émettons comme hypothése que les souris Curly Bob pourraient mener a



l'identification d'un géne impliqué dans la fermeture du tube neural. Aussi nous pensons que la
nouvelle souris Curly Bob pourrait représenter un puissant modéle murin d'anomalies de

fermeture du tube neural pour des études futures sur les ATN et la voie PCP.

Nos objectifs spécifiques dans ce projet sont les suivants:

1. Mener des études d'interaction génétique entre les souris Looptail et Curly Bob.

2. Utiliser une approche de génes candidats afin d'identifier par séquencage Sanger la mutation
responsable du phénotype.

3. Caractériser de fagon moléculaire et fonctionnelle la souris Curly Bob.

2.3. Pertinence et retombés scientifiques

La souris Curly Bob représente un modele puissant afin de mieux comprendre les
mécanismes moléculaires qui ménent vers le développement d’'une ATN. Le géne muté dans
cette mutante se retrouve dans la méme région génétique et physique que Vangl2, ce qui
suggere la présence d'un nouvel allele de Vang/2. Le but de la présente étude est celui de
caractériser un nouvel allele mutant de Vangl2 chez la souris qui pourrait servir d'un modéle

d'ATN murin dans des études futures.
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3. Matériel et méthodes:

3.1. Maintien des souris:

Souris Curly Bob:

La souris Curly Bob a été obtenue du programme MGI de chez "Toronto Center for
Phenogenomics". Cette souris a été générée par l'intermédiaire de la super-mutagenese ENU
dans la lignée C3H/HelJ et restée sur le méme fond génétique pendant 13 générations. Afin de
déterminer si le phénotype est robuste et d’augmenter la taille des portées, le fond génétique
de la souris a été changé par out cross avec des souris de fond FVB/N. Cette lignée a été
maintenue par croisement entre fréres et sceur et croisement avec des souris FVB/N a chaque

troisieme génération.

Souris Looptail:

La souris Looptail nous a été gracieusement fournie par le Dr. Philippe Gros de I’Université
McGill. La mutation Lp dans Vangl2 est d’origine spontanée et provient du fond génétique A/J
mais elle se présente maintenant avec le fond génétique C57BL/6J. Elle est maintenue en

générant des croisements entre les fréres et sceurs™.

3.2. Identification de la mutation chez la souris Curly Bob:

Nous avons prioris€ le séquencgage du gene Vang/2 chez cette souris pour trois raisons :

1) La mutation a été cartographiée initialement pour étre dans une région candidate sur

le chromosome 1 et proche de Vangl2 et 2) le phénotype de cette mutante est semblable a celui



S464N
).

de Lp causé par une mutation de Vangl2 (Vangl2 Le séquencage des sept exons de

Vangl2 a été fait en utilisant les amorces et températures d'hybridation suivant (Tableau I):

Tableau I. Amorces utilisées pour l'amplification et le séquengage de mVangl?2.

Exons | Nom de I’amorce Séquence (5°-37) Température | Taille du fragment
d’hybridation amplifié (pb)
mVANGL2-ex1-2F AAGAGGTCCCAGCCCGCG
O,
let2 mVANGL2-ex1-2R GACTTGCCTAGGAGACTCC 63°C 440
mVANGL2-ex3F ATGTGTACCTCTGCTCTGCC
O,
3 mVANGL2-ex3R CATCTGGGTCTCATCTTTGTC 59°C 270
mVANGL2-ex4F CGACCTGCCCTGATGTGTC
O,
4 GGCAAGGGAGGTAGCTTGG 58°C 300
mVANGL2-ex4R
mVANGL2-ex5F CATATCCTCTGGCTGTCAG
O,
5 CGGGTACCACTCAGTTGGC 58°C 310
mVANGL2-ex5R
mVANGL2-ex6F GTAGGATGAGCAGTGAGCAC
O,
6 CCGTGACCAACAGAGACAAG 58°C 350
mVANGL2-ex6R
mVANGL2-ex7F GCTGTGTCACAGAGGATGAAG
O,
7 ACATCCCTCCTCCGCGGCT 58°C 310
mVANGL2-ex7R

3.3. Génotypage des souris:

Pour le génotypage des souris adultes et embryons, un bout de queue ou une partie du
sac embryonnaire a été utilisé¢ pour I'extraction de I’ADN génomique. L'ADN a été extrait a
l'aide du kit d'extraction d'ADN génomique de BIO BASIC EZ-10 Spin Column, BS628). Le

génotypage des souris a pu étre réalisé a I’aide du séquencage par Sanger.
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3.3.1 Souris Curly Bob.

Le génotypage des souris a pu étre réalisé a I’aide du séquencage par la méthode de
Sanger. La mutation faux-sens T803A de la souris Curly Bob se trouve sur I'exon 4 du géne
Vangl2. Les amorces utilisées pour le génotypage sont mVangl2-ex4F (5'-
CGACCTGCCCTGATGTGTC-3") et mVangl2-ex4R (5'-GGCAAGGGAGGTAGCTTGG-3").
Le fragment de 285 pb est amplifi¢ par PCR avec la One Taq® DNA polymérase (New
England Biolabs, #M0480L) a l'aide de l'appareil "SimpliAmp™" (Applied Biosystems/Life
Technologies) en utilisant les conditions suivantes: 30 secondes a 94°C, suivi par 35 cycles
chacun de 15 secondes a 94°C, 15 secondes a 61°C, 30 secondes a 68°C, suivi par un cycle
d'¢longation de 5 minutes a 68°C. Le produit de PCR est ensuite séquencé par la méthode de

Sanger.

3.3.2 Souris Looptail.

La mutation G1391A de la souris Looptail se trouve dans 1’exon 7 du géne mVangi?2.
Les amorces  utilisées pour le  génotypage sont mVangl2-ex7F  (5’-
GCTGTGTCACAGAGGATGAAG-3) et mVangl2-ex7R (5°-
ACATCCCTCCTCCGCGGCT-3’). Le fragment de 310 pb est amplifi¢ par PCR avec la One
Tag® DNA polymérase (New England Biolabs) a I’aide de I’appareil "SimpliAmp™"
(Applied Biosystems/Life Technologies) en utilisant les conditions suivantes : 30 secondes a
94°C, suivi par 35 cycles chacun de 15 secondes a 94°C, 15 secondes a 62°C, 30 secondes a

68°C, suivi par un cycle d’¢élongation de 5 minutes a 68°C.
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3.4. Phénotypage et complémentation de Curly Bob avec Looptail:

+/12 68N)

Les souris hétérozygotes Curly Bob (Vangl2 ont été croisées avec des souris

hétérozygotes Looptail (Vangl2"s*%*N),

Les embryons étaient phénotypés par inspection
visuelle, pour la présence d'une queue droite ou queue bouclée et un tube neural fermé ou
ouvert (craniorachischisis). L'dge embryonnaire variait selon les expériences. Des E11,5 pour
les analyses immunohistochimiques sur le tube mneural, EI18,5 pour analyses

immunohistochimiques sur les cochlées et systeme vestibulaire, ont été utilisés pour le

phénotypage.

Pour toutes les expériences des différentes lignées de souris, le protocole d’éthique
pour I’expérimentation avec les souris a été approuvé par le Comité Institutionnel de Bonnes

Pratiques Animales en Recherche (CIBPAR) du Centre de Recherche du CHU Sainte Justine.

3.5. Immuno- buvardage de type western:

3.5.1 Extraction des protéines

Les embryons E18,5 sont sacrifiés. Le cerveau est collecté dans un tube Eppendorf (1,5
ml) et conservé a -80°C. Le tissu est repris dans un "Dounce homogenizer" (capacité Scm’) en
verre avec 300ul de tampon de lyse RIPA (50 mM Tris, 150mM NaCl, 0.1% SDS, 0.5% Na-
déoxycholate, 1% Triton (X100), 1 mM EDTA, 1x cocktail d'inhibiteur de protéases (Roche,
Mannheim, Allemagne, 04693159001) pour un volume final de 10ml, dans du PBS). Le
cerveau est homogénéisé apreés quelques coups en utilisant le pilon. Le lysat est ensuite

préleve, centrifugé a 17 000g pendant 5 min a 4°C. Le surnageant contenant les protéines est
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prélevé. La quantification des protéines est faite a l'aide du kit BCA™ Protein Assay (de

Thermo Scientific, P123227) en suivant le protocole du manufacturier.

3.5.2 Gel SDS-Page

Les protéines sont séparées par migration a travers un gel par la technique sodium-
dodecyl-sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE). Le gel est constitué¢ d’un gel
de concentration (5%) [Recette pour 1 gel: 2,35ml ddH,O, 1,25ml (4X buffer de
concentration: 125mM Tris-HCI pH:6,8 et 0,1% SDS), 0,85ml polyacrylamide (30%
acrylamide/bis-acrylamide), 0,5ml (SDS 10%), 50ul (10% Ammonium Persulfate), 3ul de
TEMED pour un volume final de Sml. Ce gel est suivi d’un gel de séparation (8%) [Recette
pour 1 gel: 3,7ml ddH,, 2,5ml tampon de séparation (375mM Tris-HCI1 pH:8,8 et 0,1% SDS),
2,7ml de (30% acrylamide/bis-acrylamide), Iml SDS (10%), 100ul (10% Ammonium

Persulfate), 6l de TEMED pour un volume final de 10ml].

Afin de dénaturer les protéines, les échantillons sont mélangés a une solution de
Laemmli 1X (Laemmli 4X: 0,25ml d'une solution 1M de Tris-HCI pH:6,8, 4ml de glycérol
100%, 5Sml SDS (10%), 10% p-mercaptoéthanol, 0,5mg de bleue de bromophénol). La
migration se fait pendant 1h 30min a 150V. Les protéines du lysat ainsi séparées selon leur
poids moléculaire sont transférées (2 100V pendant 48min) sur une membrane PVDF
(Immobilon®-P de Millipore, IPVH00010). La membrane est rincée au TBS 1X (TBS 10X
pour 500ml: 30,3g Tris, 43,9g NaCl, pH: 8). La membrane est ensuite incubée pendant 30min
a température piéce dans une solution de blocage (5% de lait dans du TBS/Tween20 0,1%)
puis incubée pendant la nuit a 4°C avec un anticorps primaire polyclonal, anti-Vangl2 de
chévre (1:1000; sc-46561; Santa Cruz) suivie de lh a température piece. Trois lavages de

Smin avec du TBS-Tween20 suivent et une incubation de 2h a température picce avec un
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anticorps secondaire anti-chévre, conjugué a la peroxydase de raifort (HRP) (1:5000; Abcam).
Apres trois lavages avec du TBS-Tween20, la membrane est incubée avec un agent de
chimioluminescence (ECL) (Amersham, RPN3243) et exposée sur un film. La B-actine a été
visualisée suite a une incubation de 1h avec un anticorps monoclonal anti-f-actine de souris
(Novus Biologicals; NV600-501; 1:5 000) a température piece dans la solution de blocage.
Trois lavages de Smin suivent et une incubation de nouveau avec un anticorps secondaire anti-
souris conjugué a la HRP, pendant 45min (1:10 000; Abcam). Cette expérience est répétée

trois fois pour chaque génotype (n=3).

3.6. Systéme double-hybride chez la levure

Le systéeme de double hybride chez la levure [MatchMaker system 3 (#K1612—1, Clontech)] a
¢été utilisé pour étudier ’interaction entre hVangl2-Cterm wild-type, hVANGL2-Cterm-1268N
et hVANGL2-Cterm-S464N avec hDVL3 et hSCRIB1-PDZ. La construction wild-type et
mutante de hVANGL2-Cterm-pGBKT7 et aussi hSCRIB1-PDZ-pGADT7 et hDvl-pGADT7
ont ¢été introduites dans la levure Saccharomyces cerevisiae Y187 (MATa) et AH109 (MATa),
(pGADT7 dans AH109 et pGBKT7 dans Y187). Dans ce systtme, AH109 exprime les
protéines introduites avec le domaine d’activation alors que Y187 exprime WT-hVANGL2-
Cterm et les constructions de VANGL2 mutantes avec un domaine de liaison. S. cerevisiae
AHI109 et Y187 clones ont été mises ensemble et 1’activité de GAL4 a été testée comme décris
dans le MatchMaker system 3. L’activité de GAL4 reconstituée (interaction dans GAL4 entre
les fusions avec les domaines d’activation et de liaison a I’ADN) a été testée par la croissance
de cellules diploides sur les différents milieux de sélection: -Leu/-Trp (stringence faible, sans

leucine ni tryptophane) un drop out double (DDO), -His/-Leu/-Trp (stringence intermédiaire,
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sans histidine, leucine et tryptophane) un drop out triple (TDO) et -Ade/-His/-Leu/-Trp (haute
stringence) un drop out quadruple (QDO). L’interaction entre les protéines a été évaluée selon

la croissance de cellules diploides sur le milieu solide aprés 96h a 30°C.

3.7. Immunohistochimie sur des sections du tube neural:

Les embryons de types sauvage, hétérozygote et homozygote pour l'alléle Vangl2%*N
sont récoltés au jour embryonnaire 11,5. Les embryons sont rincés au PBS et fixés au
paraformaldéhyde 4% a 4°C pendant la nuit. Le lendemain les embryons sont rincés 3 fois au
PBS et sont mis dans une solution de 30% sucrose pendant une nuit a 4°C avec agitation. Le
jour suivant, les embryons sont prélevés et mis en agitation dans une solution préparée
auparavant (50% sucrose: OCT dans un ratio 1:1) pendant 2h a température picce. Les
embryons sont ensuite inclus dans des blocs avec de 'OCT et congelés en utilisant de la glace
séche et de 1'éthanol. Les blocs sont conservés a -80°C pour leur utilisation future. Les blocs

sont repris et coupés au cryostat, avec une épaisseur de 14pm.

Les sections sont mises dans une solution de blocage pendant 2h a température picce
(10% sérum de chévre normal (NGS), 1% Triton X-100, PBS), l'anticorps primaire (anti-
vangl2) a 4°C pendant la nuit avec 1h a température picce le lendemain (5% NGS, 0,1%
Triton X-100, 1/50- 1/100 anti-vangl2, PBS). Le lendemain, trois lavages au PBS pendant 10
minutes chaque suivies d’une incubation avec I’anticorps secondaire pendant 2h a température
piece (5% NGS, 0,1% Triton X-100. 1:400 Alexa 555 conjugated -goat anti Mouse). On fait
ensuite trois lavages au PBS et les lames sont prétes pour étre montées avec du Vectashield

(Vector) et visualisées sous un microscope confocal (DM5500 Q, Leica).
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3.8. Immunohistochimie sur les cellules ciliées de la cochlée et de

I’ampoule postérieure:

Les cochlées et vestibules ont été prélevées des embryons E18,5 dans du PBS froid
puis directement transférées au paraformaldéhyde 4% pour fixation pendant une nuit. Le
lendemain, les tissus sont lavés trois fois au PBS. Les tissus peuvent étre gardés 2 semaines au
moins a 4°C. Les cellules cili¢es de l'organe de Corti et des parties du systéme vestibulaire
(utricule, saccule et ampoule) sont microdisséquées sous un microscope dans du PBS 0,15%
Triton X-100 et incubées 1h dans du PBS 0,15% Triton X-100 avec 5% de sérum de chévre.
Les parties sont ensuite prélevées et incubées de nouveau dans du PBS 0,15% Triton X-100
avec 5% de sérum de chevre avec l'anticorps contre la phalloidine conjugué a un Alexa Fluor
488 (1/100, Numéro de Cat: A12379). Elles sont incubées pendant la nuit a 4°C en agitation.
Le lendemain, les tissus sont prélevés et lavés avec du PBS 0,15% Triton X-100 trois fois
pendant 15min puis montés sur des lames a 1'aide de Prolong Gold. Au moins 30 cellules de
chaque rangée de 1’apex de 1’organe de Corti ont été utilisées pour la quantification. Pour
I'organe de Corti I’orientation des cils en « V » a été déterminée en tragant une ligne fixe dans
le milieu du « V » et une ligne paralléle a I’axe médio-latéral'®. Pour le systéme vestibulaire,
la mesure de désorientation est faite en mesurant I'angle formé par la ligne qui coupe la cellule
en deux en passant par le kinocilium et une ligne perpendiculaire a 1’axe de I’épithélium
sensoriel'®. Les études sur la désorientation des cellules ciliées généralement considérent
qu'un changement de 1'angle de += 30° de la position 0 définit la cellule comme étant

désorientée (schéma explicatif de la méthode de calcul dans Figure 14, page 51).
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Figure 14. Schéma illustrant la méthode de mesure des angles des cellules ciliés de 1'Organe

de Corti et du systéme vestibulaire.
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4. Résultats:

4.1. Caractérisation moléculaire du mutant Curly Bob:

La mutation de Curly Bob a été reliée au chromosome 1 entre 128-200Mb au ‘Centre
of Modeling Human Disease’. Cette information de cartographie avec la présence d’une queue
bouclé nous a permis de privilégier le séquencage de Vangl/2, un géne de la voie PCP. Le
séquencage du cadre de lecture ouvert et des jonctions entre exons et introns de Vangl2 nous a
permis de trouver une mutation faux-sens dans I’exon 4. Cette mutation ne se trouve ni chez
les deux lignées parentales ni les 28 autres lignées de souris pures ‘inbred’. Ceci suggere
fortement que cette mutation ne constitue pas un simple polymorphisme. La mutation se
trouve dans 1’exon 4 et change le nucléotide T803 de la séquence codante en A803 (Figure
15B; page 53). Ce changement résulte en un changement de 1’isoleucine a la position 268 en
asparagine (Figure 15C; page 53). Des outils de prédiction de I’effet de changement d’un
acide aminé sur la structure et fonction d’une protéine comme Polyphen et PROVEAN
estiment que la mutation est probablement dommageable (score: 0,999) et délétére (score : -
6,632) respectivement. Cette mutation se trouve proche d’un « domaine de ciblage vers la
membrane »'®’ dans la partie C-terminale de la protéine aux acides aminées 280-283
[YYXXFE]'Y et pas loin des deux autres alleles affectant la fermeture du tube neural, D255E
ou Lp™™ et R259L ou Lp™*, décrits auparavant™ "* ! (Figure 15A; page 53). En
comparant la séquence de mVangl2 avec la séquence de Vangl2 dans plusieurs autres especes
et méme avec la séquence de Vangll, I’orthologue de Vangl2, on s’apercoit que 1’acide aminé
affecté chez cette mutante se trouve dans un motif extrémement bien conservé (motif LSIQR)

(Figure 15C; page 53).
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CAG CA ACCAG
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mvangl2  SRFYNVGHLSIQRVAVWILEK /ﬂ\)nvf\“~ypUW\
chvangl2 SREYNVGHLSIQRAAIWILEN IANINV A L AV
xVangl2  SREYNIGHLSIQRVAVWILEN

zVangl2  SRFYNVGHLSIQRAAVWVLDH

hvangll SREYSLGHLSIQRAALVVLEN

mvangll SRFYSLGHLSIQRAALVVLEN

chvangll SRYYSLGHLSIQRAALVVLEN

zVangll  THHYNMGQLSIQRAALVTLEH
dstbm SRSYMLGQLSIQRAAVWVLQH

Figure 15. Identification de la mutation p. Ile268Asn dans Vangl2 chez la souris Curly
Bob. (A). Une representation de la protéine de Vangl2 montrant les domaines fonctionnels
importants avec la position de plusieurs alleles décris en plus de la nouvelle mutation. (B) Les
séquences partielles de Vangl2 chez I’espece sauvage, 1’héterozygote et ’homozygote des souris
Curly Bob montrant le changement ¢.803T—A qui produit la mutation faux-sens p. [le268Asn.
(C). Un alignement partiel de mVangl2 avec 9 autres sequences de Vangl/stbm, en indiquant la
position de l’isoleucine remplacé par une arginine dans 1’alleéle muté. Les acides aminés
conservés sont surlignés en gris. 11e268 est conservée dans toutes les protéines Vangl/stbm
analysées. homo sapiens (hVangl2) NP _065068.1; mus musculus (mVangl2) NP 277044.1;
gallus gallus (chVangl2) XP 015153866.1; xenopus laevis (xVangl2) NP_001082179.1; danio
rerio (zVangl2) NP 705960.1; homo sapiens (hVangll) NP 001165882.1; mus musculus
(mVangll) NP 808213.2; gallus gallus (chVangll) XP 015150294; danio rerio (zVangll)
NP 991313.1; drosophila melanogaster (dstbm) NP _477177.1.
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4.2. Etudes phénotypiques du mutant Curly Bob :

Les études phénotypiques ont révélé une association du phénotype de la queue
bouclée avec ’allele mutant dans 36% des souris adultes hétérozygotes. Ce phénotype n’a pas
¢t¢ détecté dans aucune des souris de type sauvage. Parmi les femelles hétérozygotes,
seulement 17,7% souffrent de I’absence de 1’ouverture vaginale, une condition empéchant
I’accouplement (Tableau II; page 55). Les males et femelles hétérozygotes montrent le
phénotype de ‘secouement de téte’ une condition ou I’animal n’est pas capable de tenir sa téte
stable dans une position horizontale. Les souris avaient aussi des épisodes ou ils tournent en
cercles dans leurs cages pendant quelques minutes, qu’on va appeler ‘comportement de tours
en rond’ pour le terme en anglais ‘circling behaviour’. Ce dernier et le phénotype de

‘secouement de té€te’ peuvent indiquer un déréglement du systéme vestibulaire.

Parmi les 136 embryons dont 36 Vangl2™*, 73 Vangi2"?%N et 27 Vangl2?N"265N
générés de croisements entre souris Curly Bob, tous les embryons de type sauvages étaient
normaux, 5% des embryons hétérozygotes souffraient de spina bifida et 93% des embryons
homozygotes souffraient de craniorachischisis (Table II, figure 16; pages 55 et 56

respectivement).
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Tableau II. Etude de génotype-phénotype des croisements Curly Bob et Curly Bob X

Looptail.
Souris N Genotype de Queue Spina Bifida Cranio-
Vangi2 bouclée rachischisis
Curly Bob souris ~ M=151 +/+ 0% N/A N/A
adultes _
(n=580) F=139
M=149 +/I268N 36% N/A N/A
F=141°
Curly Bob X Curly 36 +/+ 0% 0% 0%
Bob 73 +/1268N 29% 5% 0%
(n=136 embryons) 27 1268N/I268N 93% 0% 93%
Looptail X Curly 14 +/+ 0% 0% 0%
Bob 0 o 0
(n=56 embryons) 11 +/1268N 27% 0% 0%
16 +/8464N 31% 0% 0%
15 1268N/S464N 100% 0% 93%

“17.7% des femelles Vangl2"**" n’ont pas d’ouverture vaginale.

M: male, F: femelle, Curly Bob: Vangi2”?*" Looptail: Vangl2****".

4.3. Effet de 1a nouvelle mutation sur ’expression de Vangl2 dans

le tissu embryonnaire :

Afin de mieux caractériser 1’effet de cette mutation nous avons investigués le niveau
d’expression de la protéine chez les embryons affectés dans le tube neural. Les expériences
d’immunofluorescence sur des sections transverse du tube neural a E11,5 révélent une
diminution du niveau d’expression de Vangl2 chez les embryons homozygotes (Figure 17A;
page 57). Cela a été¢ confirmé avec une analyse semi quantitative par western-blot montrant

+/I268N)

une diminution d’autour 50% de Vangl2/B-actine chez les hétérozygotes (Vangi?2 et une
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I268N/I268N-
12 )

absence presque compléte de la protéine chez les homozygotes (Vang par rapport

+/+

aux embryons de type sauvage (Vangl2 ") (Figure 17B, C; page 57). Il n’était pas possible
pour nous d’expliquer la fluorescence vue au niveau apical chez ’homozygote (Figure 17A;

page 57). On suggere que cela proviendrait d’une non-spécificité de I’anticorps étant donné

que le tube neural est exposé au milieu extérieur durant le développement.

VangI2**

Vang12+/1268N .

Vangl21268N/S464N

l 21 268N/I268N

Vang.

Figure 16. Etudes de phénotype et morphologie du développement du tube neural chez
les hétérozygotes Vangl2+/1268N et hétérozygotes composites Vangl21268N/S464N. Les
embryons EI1,5 homozygotes Vangl2I268N/I1268N (C) et les embryons EI18,5
Vangl21268N/S464N (E) montrent un craniorachischisis par comparaison a leurs compagnons
de portée d’espece sauvage (A et D respectivement). Notons la présence d’une queue bouclée

chez les embryons E11,5 Vangi2 2%V (B).
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Vangl2** Vangl21268v1268N

Vangl2

Vangl2

B-Actin

H Vangl2/B-Actin

DAPI

MERGE

Figure 17. La mutation p. Ile268Asn affecte le niveau d’expression de Vangl2 et son
interaction physique avec DVL3. (A) Immunofluorescence contre la protéine Vangl2 sur des
sections de tube neural d’embryon E11,5 wild-type et homozygotes. Les noyaux ont été
marqués au DAPI. (B) Immunobuvardage de type western sur des lysats de cerveau
d’embryons E18,5 wild-type, hétérozygotes et homozygotes. (C) Analyse semi-quantitative
des niveaux d’expression de Vangl2 en Western-blot de la partie B. (D) Test d’interaction
utilisant le systéme double hybride de la levure pour tester CT-VANGL2"*®™ avec DVL3 et
SCRIBI.



4.4. Etudes d’interaction physique entre Vangi2" 208N et des

protéines de la voie PCP :

En utilisant le systéme double hybride chez la levure nous avons testé I’effet potentiel
de I’introduction de la mutation p. [le268Asn dans Vangl?2 sur I’interaction de sa protéine avec
DVL3 et SCRIB1. SCRIBI est reconnu comme modulateur des deux voies de polarité¢ (ABP
et PCP) et reconnu comme modulateur de la voie PCP'®*'. L utilisation de VANGL2-
S464N, connue pour sa perte d’interaction avec la famille des protéines DVL, dans notre
essaie, nous a servie comme témoin. Cette mutation n’a par contre, pas €té testée pour son
interaction avec SCRIB1. Comme attendu nous avons vu avec p. Ser464Asn une perte de
I’interaction de VANGL2 avec DVL3 et nous démontrons dans cette ¢tude une perte de son
interaction avec SCRIB1. Nous avons vu aussi, que VANGL2-1268N perd son interaction
avec DVL3, tandis que son interaction avec SCRIB1 n’est aucunement affectée (Figure 17D;

page 57).

4.5. Etudes d’interaction génétique entre Curly Bob et Looptail :

Afin de mieux caractériser cette mutante au niveau cellulaire et moléculaire, les défauts
de la voie PCP représentés par une désorientation des cellules ciliées dans 1’oreille interne ont
¢été investigués. Les cellules ciliées sont facilement visualisées lors d’une immunohistochimie
a fluorescence avec un anticorps contre F-actine (phalloidine) (Figure 18B; page 60). La
comparaison de l’orientation des cellules ciliées de 1’organe de Corti chez 1’hétérozygote
Vanglf/[%‘w avec le type sauvage Vanglf/ " révele des défauts sévéres seulement dans
I’OHC3 (P=0.0001). Les autres couches, IHC, OHC1 et OHC2 ne sont pas affectées

significativement. Chez I’homozygote toutes les couches de cellules ciliées de 1’organe de
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Corti sont significativement désorientées (P<0.0001) (Figure 18B, C; page 60). Lors de la
dissection des oreilles internes nous avons remarqué que la taille de I’oreille interne (incluant

cochlée et systéme vestibulaire) est réduite chez les homozygotes (Vangl2"05V'265Ny

par
comparaison aux oreilles internes des embryons de type sauvage et embryons hétérozygotes
(Vangl2™* et Vangl2™%*Ny (Figure 18A; page 60). Nous avons aussi remarqué une réduction
du nombre de couches cellulaires chez les embryons Curly Bob"?58NI265N par comparaison avec
Curly Bob %N et Curly Bob™" (Figure 18D; page 60)

En parallele, nous voulions investiguer si une complémentation se trouve entre
Vangl2”%* et Vangl2***". Dans ce but nous avons croisé des hétérozygotes Curly Bob 298N
avec des hétérozygotes Lp” 544N Parmi les 15 embryons hétérozygotes composite
(Vangl2"” O8N/SH64N ), un embryon avait une apparence normale avec fermeture compléte du tube

neural alors que les 14 autres embryons souffraient tous d’une ouverture compléte du tube

neural, une craniorashischisis (Tableau II, Figure 16E; page 55 et 56 respectivement). Aucune

+/1268N +/S464N

ATN n’a ¢été détectée chez les 11 embryons Vangl2 et les 16 embryons Vangl2

(Tableau II; page 55).
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Figure 18. Une analyse de I’orientation des cellules ciliées de la cochlée chez les mutants

de Vangl2"?%V et les hétérozygotes composites Vangl2?®VS464N

(A) Les oreilles internes
d’embryons Vangl2"N?20N ot Vangi2?%V54N E18.5 sont plus petites que celles de leurs
compagnons de portée hétérozygotes et wild-type. (B) Immunohistochimie sur les cellules

ciliées utilisant la phalloidine-AF488 pour marquer la F-actine, montrant des différences

1268N/I268N [1268N/S464N
12 12

significatives dans 1’orientation des cellules chez Vang et Vang en

comparaison avec les compagnons de portée wild-type. Des défauts de polarité ont été

+/1268N

observés dans I’OHC3 chez les hétérozygotes Vangl2 . (C) Quantification de I’orientation

des cellules ciliées dépendamment du génotype et du type de cellule (OHC1, OHC2, OHC3
and IHC; Outer and Inner Hair Cells). *** P<0.001; ****P<0.0001. (D) Quelques régions

dans la cochlée manquent une rangée de cellules chez Vang12[268N/1268N comme chez

Vangl22%VS%% en comparaison avec les compagnons de portée wild-type. Ce phénotype

n’est pas détecté chez les hétérozygotes Vangl2 %",

[21243NS464Ny qeveloppent des

Dans I’oreille interne, les hétérozygotes composites (Vang
défauts séveres dans 1’orientation des cellules ciliées et ce, par comparaison avec des
compagnons de portée d’espeéce sauvage (Figure 18B, C; page 60). L’orientation des cellules
de la troisitme couche externe (OHC3) et de la couche ciliée interne (IHC), est
significativement altérée. Ces défauts sont présents, mais moins séveéres dans la premiére et
deuxieme couche externe (OHC1 et OHC2) (Figure 18C; page 60). Une diminution de la taille
de ’oreille interne a été remarquée accompagnée d’une réduction du nombre des couches de

cellules cili¢es (Figure 18A, D; page 60). Ces deux phénotypes ne se trouvaient pas chez les

compagnons de portée hétérozygotes (Figure 18).

L’orientation des cellules dans 1’épithélium sensoriel de 1’ampoule postérieure a été
aussi étudiée par immunohistochimie avec un anticorps contre la spectrine (anti-spectrin alpha
chain). L’absence de cette protéine dans le kinocilium rend le calcul de 1’orientation des

cellules assez facile (Figure 19A, page 63). L’axe PCP dans ces cellules est considéré
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perpendiculaire a 1’axe de 1’épithélium sensoriel de I’ampoule dans une direction postérieure;
vers le canal semicirculaire (Figure 19A, page 63). Nous avons par la suite calculé le degré de
désorientation des cellules par rapport a I’axe de la PCP avec des histogrammes polaires
(Figure 19C, page 63). Chez les animaux de type sauvage Vangl2™”, I’orientation de la
majorité des cellules tombe dans une valeur de 0 & +30° de déviation de 1’axe PCP, tandis que

chez les embryons Vangl2"?% et Vangl2™05N"265N

I’orientation était sévérement affectée,
avec seulement une fraction des cellules qui tombe dans les valeurs normales et la majorité des
cellules qui se trouvent a ’extérieur de ces angles et aléatoirement orientées (entre £30° et
+180°) (***P<0.0001) (Figure 19B, C; page 63). L’orientation des cellules ciliées de

I’ampoule postérieure est séveérement affectée chez les embryons Vang12[268N/S464N aussi

(Figure 19B, C; page 63).
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Figure 19. Analyse de I’orientation des cellules ciliées de ’ampoule postérieure chez les mutants
de Vangl2%N et les hétérozygotes composites Vangl2?%V5*N (A) Un diagramme explique la
méthode par laquelle I’orientation des cellules a été calculée. (B) Immunohistochimie contre a-spectrin,

montrant les cellules mais pas le kinocilium. Des défauts d’orientation séveres sont visible dans les

+
/[268N, Vang121268N/1268N and Vang12[268N/S464N

ampoules postérieures de mutant Vangl2 chez des

embryons E18,5 par comparaison a leurs compagnons de portée wild-type. Le bleu montre
I’emplacement du kinocilium dans la cellule. (C) Des histogrammes polaires pour les c6tés droits et
gauches de chaque ampoule ont été générés pour les embryons wild-types et mutants. R: Droite, L:

Gauche.

5. Discussion:

5.1. Curly Bob représente un nouvel alléle de Vangl?2

Dans ce projet nous étions capables d’identifier un nouvel alléle de Vangl2. Nous

caractérisons I’allele Vangl2 ™%V

comme responsable de défauts de développement
embryonnaire suite a un déséquilibre dans la signalisation de la PCP chez la souris. Cette
mutation agit de fagon semi-dominante, causant une queue bouclée chez les souris portant un
seul allele muté et un craniorashischisis chez les souris homozygotes. Trois autres all¢les
étudiées, Vangl2%* VangI2"*F et Vangl2™*™ agissent de fagon similaire®* '*°. Par contre
cette mutante démontre des différences phénotypiques par comparaison aux autres alleles
décrits. Les souris adultes hétérozygotes développent deux phénotypes, secouement de téte et
un comportement de tours en rond. Le ‘secouement de téte’ a déja été détecté dans d’autres
mutantes de Vangl2 mais le ‘comportement de tours en rond’ peut indiquer un défaut plus

sévere du systéme vestibulaire. Nous avons montré que les cellules ciliées de I’ampoule

postérieure faisant partie du systeme vestibulaire sont désorientées chez les hétérozygotes



Vangl2"**" révélant un débalancement dans la PCP chez ces animaux. Ce phénotype a 6té
décrit auparavant chez des mutantes de Vang/2 mais toujours chez les embryons homozygotes,
et aussi chez les mutants Fzd3”;Fzd6”'?. Afin de mieux comprendre I’origine du
déséquilibre, des études additionnelles seraient nécessaires. Nous n’avons pas investigué le
systéme reproductif mais nous pensons que des malformations du systéme reproductif se
développent chez les femelles hétérozygotes. Justement, une étude sur le développement du

S464N-
)

tractus reproductif chez des femelles (FRT) Looptail (Lp démontre que la forme typique

(cylindrique) des cellules de I’épithélium utérin est perdue, 1’épithélium accumule des couches

154 (Scribl n’est plus restreint

de cellules plus arrondies et sa polarité apico-basale est affectée
dans le c6té basolatéral des cellules). De plus, ils montrent dans cette étude que les cornes
utérines sont plus petites (en liaison avec la CE défectueuse) et ne se fusionnent pas au niveau

5% 171 Dans la nouvelle mutante nous avons détecté I’absence d’une ouverture

du cervix
vaginale chez 17,7% des femelles hétérozygotes (Vang12+/1268N). Ce méme phénotype se
trouve chez a peu prés 50% des femelles hétérozygotes Looptail (Vangl2***™)'"'. Cette
différence permet de mieux gérer la colonie et de la maintenir, faisant de cette nouvelle
mutante un outil précieux pour des études futures sur la signalisation PCP dans la formation

du systéme reproductif, tube neural et systéme sensoriel de 1’oreille interne. La diminution du

nombre de rangées de cellules ciliées de 1’Organe de Corti chez les homozygotes de la

[268N/1268N) 121268N/S464

nouvelle mutante (Vangl2 et les hétérozygotes composites (Vang M) par
comparaison a leurs compagnons de portée d’espéce sauvage, est une autre différence
phénotypique. Généralement les ¢études sur des mutantes de la voie PCP (comme
Vang12S464N/S464N, Vang12+/S464N/T estin” et Fz3'/'/Fz6'/') ont remarquées des cellules ciliées

ectopiques additionnelles ou une augmentation du nombre de rangées cellulaires ciliées dans
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I’Organe de Corti'' '#* ' Ces différences dans I’expression du phénotype probablement
reflétent la présence de modificateurs génétiques qui dépendent de la lignée de souris dans

laquelle la mutante spécifique a été générée.

5.2. Vanng1268N ne se rend pas a la membrane plasmique

L'isoleucine est un acide aminé hydrophobe qui préfere rester caché dans les régions
hydrophobes d'une protéine alors que l'asparagine est polaire et préfére rester a la surface
d'une protéine, exposée a l'eau. Cela représente un grand changement qui peut affecter la
structure de la protéine. De plus la concordance du phénotype avec le génotype (93% des
embryons homozygotes développent un craniorashischisis) suggére fortement que la mutation
non-synonyme a la position T803 de Vangl2 est responsable directement ou indirectement du
phénotype observé. L’analyse de I’expression de Vangl2 dans le tissu du systéme nerveux par
immunobuvardage de type western et par immunofluorescence montre une diminution de
I’expression de la protéine. Afin d’investiguer 1’effet de la mutation sur le transport et la demi-
vie de la protéine, nos collaborateurs du laboratoire de Phillipe Gros (Vicky Leung) ont
reconstruit la mutation dans hVangl1-GFP-Myc. Les protéines Vangll et Vangl2 sont, du
point de vue fonctionnel, équivalentes® "4+ 132 13- 172173 T oyrg résultats, suite a la génération
de cellules MDCK stablement transfectées par cette construction, montrent que la protéine
reste dans le cytoplasme et n’atteint pas la membrane plasmique de la cellule. Une
colocalisation de hVangl2-268 avec la calréticuline, un marqueur de la membrane du RE est
remarquable. De plus, cette construction est absente de la membrane plasmique (pas de
colocalisation avec le marquage de la Na+,K+-ATPase). En paralléle, une construction

contenant la mutation D255E dans hVangl1-GFP-Myc est aussi stablement transfectée dans
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des MDCK et montre une expression similaire a celle vue avec la mutante 1268N. Les
analyses de demi-vie utilisant la cyclohexamide afin d’inhiber la traduction des protéines,
montrent que la nouvelle mutante affecte fortement la demi-vie de la protéine par rapport a la
protéine non-mutée. Ces analyses démontrent que la mutation 1268N sur Vangl2 affecte le
ciblage de Vangl2 (rétention dans le RE) et sa stabilité. Cette variante est, du point de vue
moléculaire et fonctionnel, identique a Vangl2-D255E et par extension a Vangl2-S464N.
Comme les deux dernicres variantes de Vangl2, [268N est probablement dégradée par la voie
du protéasome, mais cela reste a étre démontré® °* '"*. Une étude par Merte et al., montre
que Sec24b un composant des vésicules COPII responsables du transport entre le RE et
Appareil de Golgi, n’est pas capable d’interagir avec Vangl2-D255E ni Vanlg2-S464N'**. Vu
que Vangl2-1268N est identique du point de vue moléculaire et biochimique a D255E et
S464N, nous supposons que Sec24b n’est pas capable d’interagir non plus avec Vangl2-

1268N.

5.3. Vangl 208N affecte interaction de VANGL2 avec DVL3

Ces changements (S464N et D255E) empéchent Vangl2 d’interagir physiquement avec
la famille de protéines dishevelled (Dvll, DvI2 et DvI3)'"” dans le systéme double hybride de
la levure. Dans cette étude, nous avons utilis¢é Vangl2-S464N comme control pour la perte
d’interaction avec DvI3. Cette perte d’interaction a été reproduite avec la nouvelle mutation

(I268N) introduite dans Vangl2.

Vangl est une protéine avec quatre domaines transmembranaires. Sa partie C-terminale
hautement conservée dans plusieurs especes, contient la plupart des mutations associées avec

le phenotype looptail. De plus la majorit¢é des mutations dans hVangl trouvées chez des
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patients souffrant d’ATN se trouvent dans la partie C-terminale de la protéine. La nouvelle
mutation (Vangl2-1268N) se trouve aussi dans la partie C-terminale. Le domaine de liaison au
PDZ, PBM est indispensable pour la liaison avec Scrib et Dvl, des protéines qui contiennent
des domaines PDZ. Une délétion du PBM sur Vangl2 abolie I’interaction avec Scribl'” ',
De facon intéressante nous démontrons dans cette é¢tude que la mutation S464N (Vangl2-
S464N) qui est proche du PBM perd son interaction avec Scribl. Par contre Vangl2-1268N ne
perd pas cette interaction. La situation est différente dans le cas de Dvl, ou ’interaction avec
Vangl2 cette fois-ci se fait par I’intermédiaire du PBM mais aussi par d’autres éléments se
trouvant dans la partie C-terminale. L’interaction des protéines de la famille dishevelled est
perdue aussi dans plusieurs alléle de mVangl2 (S464N, D255E)'” mais aussi avec les

variantes humaines de Vangl2 (R353C, F437S)® et Vangll (V239I). La nouvelle variante,

1268N, aussi affecte 1’interaction de Vangl2 avec Dvl3.

En se basant sur les résultats de notre étude, Vangl2 1268/Vangll 1272 peut étre
considérée critique pour la fonction de la protéine et le développement du tube neural. Aucune
variante humaine de Vangl2 dans cette position n’a été répertoriée dans ExAC, ce qui renforce
encore plus notre résultat. De fagon similaire aucune mutation n’a été répertorié¢e dans le motif
de transport TGN (VANGL2 280-283; VANGL1 284-287), suggérant qu’un variant dans ces
positions hautement conservées cause une létalité prénatale, empéchant par ce fait leur

apparence dans les études de cohortes adultes.
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6. Conclusion et perspectives :

Cette ¢étude a permis I’identification d’une nouvelle souris mutante de Vangl2 générée
par mutagenese ENU. Cette mutante montre des caractéristiques phénotypiques trés similaires
a d’autres alléles de Vangl2 étudiés comme (Vangl2”, Vangl2“?"#* Vangl2). Nous avons
aussi remarqué des différences phénotypiques avec les mutants mentionnés, comme le
“comportement de tours en ronds” et les anomalies au niveau du systéme vestibulaire chez
I’hétérozygote et ’homozygote de cette mutante. Nous avons aussi montré qu’une interaction

1268N
2

génétique existe entre Vangl et Vang12S464N démontrant que ces deux all¢les ont un effet

similaire sur le fonctionnement de la protéine.

D’autres études seront nécessaires pour comprendre 1’origine exact du comportement
de tour en rond chez les hétérozygotes, vu que ce phénotype n’a pas été rapporté chez les
souris Looptail. Ce comportement pourrait étre originaire du cerveau, ou d’une désorientation
plus sévere dans les organes du systéme vestibulaire comme utricule et saccule. On pourrait
penser aussi que ce phénotype additionnel serait le résultat d’un effet pathogénique de la
mutation [268N sur des interactions intracellulaires de Vangl2 avec des membres de la voie

PCP ou autres.

Cette mutante (Vangl21268N) servira d’un outil pour comprendre la relation entre
structure et fonction de Vangl2. Deux mutations indépendantes répertoriées (R270H dans
VANGL?2 et R274Q dans VANGLI) chez des patients avec ATN et validées dans des essais
fonctionnels, avec la nouvelle mutante caractérisée dans la présente étude, ramenent notre
attention vers 1’importance du motif LSIQR (dans lequel ces trois mutations se trouvent) dans

la maturation des protéines Vangl et leur ciblage subséquent vers la membrane plasmique.



La mutagenese a ’ENU représente un outil puissant dans 1’é¢tude des fonctions des
genes et 1’établissement de modeles pour les maladies chez I’homme. Les différents alléles de
Vangl2 découverts, représentent une ressource génétique extrémement utile afin de bien établir
la fonction de ce géne dans la signalisation de la PCP et d’identifier des modificateurs des
phénotypes de CE et de PCP dans le développement du tube neural, de I’oreille interne et du

systeme reproducteur femelle.
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