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AVANT-PROPOS

Au sein de I'équipe ou j'ai effectué mon travail de thése, nous nous intéressons a une
pathologie nommée I'Holoprosencéphalie (HPE). Cette pathologie implique une anomalie
qui se met en place au cours du développement embryonnaire précoce du cerveau antérieur
qui est lié a un défaut de formation de la ligne médiane. Aujourd’hui il est clair que des
déficiences de la voie de signalisation Sonic Hedgehog (Shh) conduisent a I'apparition d’un
phénotype HPE. Dans une moindre mesure, d’autres voies de signalisation ont été

impliquées dans cette pathologie, telles que les voies Nodal ou Fgf.

L’équipe Génétique des Pathologies Liées au Développement s’appuie sur un centre
de référence pour cette pathologie qui a permis le recrutement d’une cohorte regroupant
des individus atteints, au niveau national et international. Au cours de ma thése au sein de
I’équipe, j'ai contribué aux études de génomique moléculaire réalisées par hybridation
comparative du génome (CGH-array) sur la cohorte ainsi qu’au regroupement des données
collectées par I'équipe pour réaliser une base de données dédiée. Ces travaux ont permis a
I’équipe de générer un profil de corrélation entre le phénotype et le génotype des patients
HPE.

Dans l'introduction, j'exposerai le contexte dans lequel 'HPE se met en place. Pour
cela je résumerai de facon générale les différentes phases du développement cérébral chez
les vertébrés. Dans un deuxiéme temps, je définirai I’'HPE, puis je me concentrerai sur la voie
de signalisation moléculaire Notch qui a récemment été impliquée par I'’équipe dans cette

pathologie (Dupé et al., 2011).

Lorsque j'ai débuté ma these, le role de la voie Notch au cours du développement
précoce du cerveau antérieur n’avait pas été décrit. Il était alors difficile d’aborder le role de
la voie Notch a des stades tres précoces du développement a I'aide de souris transgéniques
puisque la perte de fonction Notch s’accompagne d’une létalité tres précoce des embryons.
Afin d’observer les effets de I'inactivation de la voie Notch sur la régionalisation du cerveau
nous avons choisi d’utiliser le modele d’embryon de poulet. J’ai mis en place I'inactivation

chimique au cours du développement du cerveau antérieur chez le poulet.
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Ce modele m’a permis d’aborder le réle de la voie Notch dans la mise en place du cerveau
antérieur chez les vertébrés par analyse transcriptomique et analyse de patron d’expression

de genes.

Les principaux résultats décrits dans ce manuscrit démontrent I'existence d’un réle
précoce de la voie Notch au cours du développement du plancher du cerveau antérieur chez
I’embryon de poulet. En particulier, mes résultats précisent le réle de cette voie au cours de
la neurogenése au sein de I’"hypothalamus. Grace a ces travaux de nouvelles cibles de la voie
Notch ont été identifiées puis caractérisées au cours du développement embryonnaire

précoce.
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INTRODUCTION

Développement précoce du cerveau antérieur chez les
vertébreés

Au cours du développement embryonnaire, la mise en place de la ligne médiane du
cerveau antérieur survient apres l'induction neurale, la mise en place de I'axe antéro-
postérieur et la spécification des structures du cerveau antérieur. Cependant, ces différents
processus se chevauchent dans le temps et impliquent souvent les mémes acteurs. Je
résume donc ici les premiers stades de développement du cerveau antérieur afin de fournir

une vision globale de ces différents processus

L'induction du cerveau antérieur débute au cours de la gastrulation et est
étroitement liée a la spécification de I'identité neurale de I'ectoderme embryonnaire. Quels
sont les mécanismes du développement qui conduisent a la mise en place du cerveau

antérieur ?

1. Ll'induction neurale

Apres la fécondation, une active multiplication mitotique aboutit a un ensemble
cellulaire a faible niveau d’organisation. Cela correspond a la phase de segmentation. Elle est
suivie de la pré-gastrulation ol se forme le disque embryonnaire didermique. Un
dédoublement de la masse cellulaire interne se met en place pour former I'épiblaste et
I’'hypoblaste chez I'embryon de poulet (la structure équivalente de I'’endoderme viscéral
antérieur (EVA) de la souris et de I'Homme). Puis la gastrulation va conditionner
I'organisation interne de l'individu selon des axes corporels caractéristiques de I'espéce
considérée. A partir de I'épiblaste, les trois feuillets embryonnaires principaux vont se
développer : I'ectoderme, le mésoderme et 'endoderme. L'ectoderme va se modifier pour

donner le neurectoderme et I'épiderme. Le mésoderme est a |'origine des organes comme le
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Neurectoderme

Neend de Henzen

Ligne primitive

Ectoderme

Mesoderme

Membrane bagale

Endoderme

Figure 1. La ligne primitive.

A. Vue dorsale. La fleche rouge indique la direction de migration des cellules de I'épiblaste
qui induiront plus tard le processus notochordal. Ant : antérieur ; D : droite ; Dor : dorsal ; G :
gauche ; Post : postérieur ; Ven : ventral (D’aprés www.embryology.ch). B. Vue transversale
au niveau du sillon primitif lors de la gastrulation. Les fleches noires indiquent les
mouvements d’invagination des cellules épiblastiques de I’ectoderme primitif pour former les
3 feuillets embryonnaires. Le neurectoderme est différencié au niveau antérieur du nceud de
Hensen ce qui constituera plus tard la plaque neurale (D’apres (Dias and Partington, 2004).
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coeur ou les muscles ainsi que des éléments du squelette. L'endoderme permettra le
développement des appareils digestif et respiratoire.

Il existe chez les vertébrés des centres organisateurs du cerveau antérieur qui se
trouvent en dehors du systéeme nerveux en développement. Ces organisateurs non neuraux
agissent avant et au cours de la gastrulation pour induire l'identité neurale et l'identité
antéropostérieure. Par la suite, ils vont induire les centres organisateurs au sein méme du
cerveau antérieur. Ces organisateurs non neuraux comprennent I'endoderme viscéral
antérieur et le nceud de Hensen. lls vont générer au cours de la gastrulation, la ligne

primitive de 'embryon puis la plaque préchordale et la notochorde.

1.1. Apparition de la ligne primitive

Au cours de la gastrulation, c’est un épaississement du sillon médian dans la partie
caudale de I’'embryon qui permet l'apparition de la ligne primitive. Cette structure va
s’allonger pour donner naissance, a son extrémité craniale, au nceud de Hensen grace a une
multiplication des cellules de I'épiblaste. La ligne primitive définit les principaux axes
corporels a savoir I'axe rostro-caudal, I'axe médio-latéral, I'axe gauche-droite et le futur axe
dorso-ventral (Figure 1A). Le nceud de Hensen correspond a la limite antérieure de la ligne
primitive. Ensuite la migration des cellules de I'épiblaste vers la ligne primitive va fournir les
trois feuillets embryonnaires primordiaux : ectoderme, mésoderme et endoderme (Figure

1B).

C’est tout d’abord la signalisation Nodal (Figure 2) qui va intervenir précocement au
niveau de |'épiblaste pour permettre la mise en place de I'hypoblaste antérieur ou EVA
(Mesnard et al., 2006). Une absence de signalisation Nodal provoque un arrét de la
gastrulation par défaut de formation de la ligne primitive chez I’embryon de souris (Conlon
et al.,, 1994). Par la suite, ce sont des molécules antagonistes de la voie Nodal (LEFTY et
CERBERUS) qui vont étre exprimées par la partie antérieure de I’hypoblaste et vont inhiber
I'action de Nodal présent au niveau de la ligne primitive. Elles sont nécessaires a
I’établissement de l'identité neurale antérieure puisque qu’en leur absence, des lignes
primitives ectopigues vont se développer empéchant I'induction de la téte (Perea-Gomez et
al., 2002). A ce stade, un équilibre entre le ligand Nodal et ses antagonistes est requis pour le
développement ultérieur correct du cerveau. Ceci a été illustré par des modeéles

15



Epiblaste

Hypoblaste
Post

— Antagonistes des BMP (Chordin, Noggin)
——] Antagonistes de Nodal (Cerberus, Lefty)
—> BMP

— Nodal

Figure 2. Voies de signalisations Nodal et BMP et leur antagonisme.

A. La voie de signalisation Nodal. Le ligand Nodal active des récepteurs Activine de
type | et Il a activité sérine/thréonine kinase via l'interaction avec le corécepteur TDGFI.
Cette liaison provoque une cascade de signalisation des facteurs de transcription SMAD2/3
qui pourront interagir avec SMAD4. Lors de sa translocation dans le noyau le complexe
s’associe a d’autres facteurs de transcription tel FOXH1 pour réguler 'expression de génes
cibles. B. La voie de signalisation BMP. Les BMP se lient a des récepteurs de type | et Il a
activité sérine/thréonine kinase. S’en suit une phosphorylation des récepteurs de type | par
les récepteurs de type Il. La transduction du signal est ensuite assurée par les facteurs
SMAD1/5/8 qui se complexent avec SMAD4 avant de pouvoir étre transloqués dans le noyau
pour I'activation des génes cibles. Les antagonistes NOGGIN/CHORDIN vont empécher la
liaison des BMP aux récepteurs (Adapté de (Geng and Oliver, 2009)). C. Antagonisme des
voies Nodal et BMP lors de I'induction neurale. Deux gradients de concentration de polarité
opposée se mettent en place au niveau de I'épiblaste entre Nodal et BMP. Les antagonistes
des deux voies sont sécrétés au niveau de I’endoderme viscéral antérieur. NOGGIN et
CHORDIN sont également produits au niveau du nceud de Hensen. NH : nceud de Hensen ;
LP : ligne primitive
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d’inactivation partielle de la voie Nodal ou des défauts de la lignhe médiane vont entrainer
des anomalies du cerveau apparentées a la cyclopie (Hagos and Dougan, 2007; Klingensmith
et al., 2010; Lowe et al., 2001; Lu and Robertson, 2004). |l faut noter que la voie Nodal est
également régulée négativement par les protéines TGIF capables de bloquer I'activité des
protéines SMAD (Powers et al., 2010).

Par ailleurs, une boucle de régulation entre la voie Nodal et la voie BMP (Bone
morphogenic protein) permet I'établissement postérieur de la ligne primitive. D’une part,
I'activité Nodal est amplifiée au niveau de I'épiblaste par une cascade de signalisation entre
BMP4 et WNT3, eux-mémes induits par la signalisation Nodal (Ben-Haim et al., 2006; Shen,
2007). D’autre part, la voie des BMP peut réguler I'activité Nodal par interférence au niveau
de la formation du complexe SMAD2/4/FOXH1. Les cascades d’activation des deux voies de
signalisation partagent le méme cofacteur SMAD4, ce qui limite probablement la
disponibilité de ces cofacteurs (Figure 2A et 2B) (pour revue (Liu and Niswander, 2005)).
Récemment, la formation d’un autre complexe inhabituel entre SMAD2 et SMADS5 avec une
fonction inhibitrice sur I'activité Nodal a été décrite, ce qui conforte le phénomeéne
d’interférence entre les cofacteurs des voies Nodal et BMP (Pereira et al., 2012).

Afin de maintenir I'axe antéro-postérieur du tissu neural en formation, des
antagonistes des BMP (Noggin, Chordin et Follistatin) sont également exprimés au niveau de
I’'hypoblaste chez I'embryon de poulet et du nceud de Hensen. On observe donc des
gradients de concentration inverses des molécules Nodal et BMP au cours de I'induction
neurale (Figure 2C). Ces voies de signalisation sont complémentaires lors de cette étape du
développement embryonnaire puisqu’il a été montré chez le modele poulet que Ia
signalisation des BMP n’était pas suffisante pour I'acquisition de l'identité neurale (Stern,
2002). Cependant, d’autres signaux et de facon la plus probable, la voie Fgf, permettrait aux
cellules d’acquérir d’abord un état neural prospectif avant I'action des antagonistes des BMP

pour assurer définitivement leur identité neurale (Streit et al., 2000).

1.2. Formation de la plaque préchordale

Une fois la ligne primitive en place, les cellules migrent a travers le noeud de Hensen
en direction caudale entre I'ectoderme et I'endoderme (Figurel). Les cellules qui migrent
antérieurement, le long de la ligne médiane forment une structure endomésodermique
appelée plague préchordale. Les cellules qui migrent en position caudale forment
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Figure 3. Expérience d’ablation de la plaque préchordale.

A. Vues ventrales du systéeme nerveux rostral au stade HH11 apres ablation du centre
inducteur précoce de la téte (YHP : young head process), du centre inducteur antérieur de la
téte (HP) ou de la plaque préchordale (PP) au st HH5. Les embryons de poulet ont été
hybridés avec la sonde Nkx2.1 avant dissection du mésenchyme de la téte. L’expression de
Nkx2.1 est corrélée avec la présence de la plaque préchordale ou du centre inducteur
antérieur de la téte. Une cyclopie est observée lors de I'ablation du YHP ou de la PP et une
seule vésicule optique est observée (fleche rouge) (Pera and Kessel, 1997). B.
Photomicrographies de vues frontales au stade 30 somites d’un embryon contréle (E) et
d’embryons aprés ablation de la plaque préchordale (F et G) ainsi que d’un embryon Shh™”" (H)
(Aoto et al., 2009) C. Représentation schématique du défaut de clivage entrainant une
holoprosencéphalie caractérisée par une cyclopie.
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progressivement la notochorde. Ces deux structures sont transitoires et vont permettre la
régionalisation du tube neural. De nombreux génes sont exprimés spécifiquement dans ces
deux centres organisateurs afin de permettre I'induction de la plaque neurale au bon endroit
et au bon moment.

La plaque préchordale est la partie la plus axiale du mésoderme antérieur. Elle
constitue un centre organisateur des motifs ventraux qui sous tendent le développement du
cerveau antérieur. L’ablation de ce tissu chez 'embryon de poulet conduit a la fusion des
domaines de I'ceil et a la suppression des tissus du cerveau antérieur ventral, un phénotype
comparable a une forme sévere d’HPE (Pera and Kessel, 1997) (Figure 3).

La plaque préchordale partage de nombreuses similitudes avec la notochorde et en

particulier la production de la molécule SHH.

1.2.1. La voie de signalisation Shh

Le mécanisme de transduction du signal Shh a fait I'objet d’intenses recherches (pour
revue (Briscoe and Therond, 2013)) (Figure 4). La protéine précurseur est clivée dans le
cytoplasme en un domaine de signalisation N-terminal (SHH-N) et un domaine C-terminal
(SHH-C) (Porter et al., 1996). Apres formation de ces domaines, le cholestérol s’unit au
domaine SHH-N (Zeng et al., 2001) qui subit également une palmitoylation catalysée par
Skinny Hedgehog (Skn). Le domaine SHH-N subit ensuite deux modifications lipidiques et est
appelé SHH-Np. C’est le clivage de ces lipides qui va permettre la sécrétion de SHH hors de la
cellule (Zeng et al., 2001). La sécrétion de SHH est médiée par une série de protéines,
incluant DISPATCHED (DISP1) (Burke et al., 1999). Des protéines comme CDON (ou CDO) et
GAS1 facilitent I'interaction de SHH-Np avec le récepteur PATCHED homologue 1 (PTCH1). En
absence de ligand SHH-Np, le récepteur PATCHED inhibe la fonction de SMOOTHENED
(SMO). LUinhibition sera levée lors de l'interaction ligand-récepteur et une cascade de
signalisation intracellulaire est alors déclenchée. Il en résulte I'activation transcriptionnelle
de génes cibles via la régulation des génes de la famille GLI (Figure 4). Les protéines GLI sont
des facteurs de transcription a doigts de zinc et interviennent dans la voie Shh soit comme
activateurs, soit comme inhibiteurs de la transcription (pour revue (Krauss, 2007)).
Récemment, le cil primaire, un organite présent a la surface de la plupart des cellules, a été
impliqué dans la transmission du signal Shh. L'intégrité structurale et fonctionnelle de celui

ci est nécessaire pour 'activation de la voie Hedgehog (Simpson et al., 2009).
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| Cellule productrice de Shh  Cellule réceptrice de Shh | En absence de Shh

Figure 4. Signalisation Sonic Hedgehog

SHH est initialement produit sous forme de précurseur (SHH(pre)) qui subit un clivage
autocatalytique, un transfert de cholestérol et une palmitoylation grdce a Skinny hedgehog
(Skn). SHH mature (SHH-Np) est sécrété par la cellule en impliquant DISPATCHED1 (DISP1).
Pour les cellules non exposées a SHH-Np, PATCHED1 (PTCH1) inhibe [activité de
SMOOTHENED (SMO) bloquant ainsi la voie Shh. Les facteurs de transcription GLI2 et GLI3
agissent sous forme de répresseurs (GLI2R et GLI3R) qui peuvent transloquer dans le noyau
pour réprimer des génes cibles. Lorsque SHH-Np se lie a PTCH1, avec I'aide des cofacteurs
(CDO et GAS1), l'inhibition de SMO est levée; les facteurs GLI sont présents a I'état
d’activateurs (GLI2A et GLI3A) et sont capables d’activer I’expression de génes cibles aprés
translocation dans le noyau (D’aprés (Krauss, 2007)).
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La signalisation Shh mise en place au niveau de la plague préchordale va également y
permettre la maintenance des cellules de la plaque préchordale. Par la suite, la voie Shh va
agir sur la formation des structures ventrales du cerveau antérieur comme I'hypothalamus
ou le chiasma optique (Aoto et al., 2009). En effet, lors de I'ablation de la plaque
préchordale, les embryons de souris vont présenter un phénotype HPE comme chez les
mutants Shh”" (Figure 3C). Chez ces embryons, on observe également une absence
d’expression de Shh et Nkx2.1, marqueurs de I’"hypothalamus. Cependant I'expression de
Shh n’est pas affectée au niveau de la moelle épiniére (Aoto et al., 2009). D’autre part, chez
les mutants Shh'/', les cellules de la plaque préchordale n’acquiérent pas leur identité et
subissent une forte apoptose (Aoto et al., 2009).

SHH est normalement sécrété a partir du mésoderme axial et initie sa propre
transcription au niveau de la plague neurale. SHH va induire la formation de la partie
ventrale du tube neural qui a sont tour va sécréter SHH et engendrer la régionalisation
dorso-ventrale du cerveau. En effet, les souris mutantes Shh™" ne possedent pas de
structures ventrales tout au long du tube neural (Chiang et al., 1996).

Cependant, contrairement a la notochorde, la plague préchordale produit plusieurs
autres protéines de signalisation comme NODAL, BMP7 et les antagonistes de WNT (Dale et
al., 1997; Muller et al., 2000). Ces molécules vont coopérer pour contrbler l'identité

antérieure de la plague neurale.

1.2.2. La voie de signalisation Nodal

Un réle essentiel de la voie Nodal est l'initiation de la transcription de Shh dans la
plaque préchordale et la notochorde (Gritsman et al., 2000; Muller et al., 2000; Rohr et al.,
2001). Une inactivation partielle de la voie Nodal par mutation hypomorphe, doubles
hétérozygotes ou par l'utilisation d’un inhibiteur pharmacologique, permet de dépasser le
stade de la gastrulation mais engendre des défauts de régionalisation antérieure (Luxardi et
al., 2010; Vincent et al., 2003).

Chez le poisson-zébre, des mutations dans les composants de la voie Nodal

provoquent la perte ou la réduction de la plaque préchordale entrainant de graves déficits
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du cerveau antérieur qui s’inscrivent dans le spectre HPE (Brand et al., 1996; Schier et al.,
1997). Par exemple, les mutants pour le gene oep (One-Eyed Pinhead) montrent une
déficience de la voie Nodal, bien qu’ils conservent une source maternelle de cette protéine.
En effet, 'expression des génes spécifiques de la plaque préchordale débute normalement
mais ne parvient pas a se maintenir. Au contraire, la notochorde sera correctement établie
et exprimera Shh. Ces résultats suggerent qu’un faible niveau de signalisation Nodal est
suffisant au développement de la notochorde mais ne I'est pas pour la plaque préchordale

particulierement sensible a une réduction de I'activité Nodal (Schier et al., 1997).

1.2.3. La voie des BMP

Par ailleurs, les antagonistes de BMP continuent d’étre exprimés au niveau du nceud
de Hensen et de I’hypoblaste antérieur pour permettre la formation du neurectoderme. Cela
permet de lever I'inhibition effectuée par la voie BMP sur la spécification en tissu neural
(Dale et al., 1997; Manning et al., 2006). La signalisation BMP sera trés active dorsalement et
tres faible ou absente ventralement. Des doubles mutants pour les antagonistes Chordin et
Noggin (Chr'/'; Nog'/+) ou les récepteurs BMPR1a et BMPR1b présentent des malformations
cérébrales et craniofaciales caractéristiques de I'HPE (Fernandes and Hebert, 2008;

Klingensmith et al., 2010).

2. Régionalisation du tube neural

La plaque neurale correspond a un épaississement de I'ectoderme qui se met en
place au niveau de la ligne médiane de I'embryon en avant de la ligne primitive. La partie
antérieure va s’élargir pour donner le futur cerveau alors que la partie postérieure donnera
la moelle épiniere. Sous l'influence de la plaque préchordale et de la notochorde, la plaque
neurale est régionalisée le long des axes dorso-ventral et antéro-postérieur. Simultanément,
des mouvements cellulaires vont permettre la fusion de la plaque neurale pour former le

tube neural.

2.1. Régionalisation antéro-postérieure de la plaque neurale

L'axe antéro-postérieur de la plaque neurale est soumis a plusieurs molécules de

signalisation. Cette étape est fondamentale pour une constitution correcte de I'ensemble
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Figure 5. Représentation schématique des voies de signalisation lors de la régionalisation

antéro-postérieure de la plaque neurale.

Les différents tissus sont présentés en superposition dans un but pédagogique. Les signaux
arrivant des tissus situés sous la plaque neurale vont influencer le développement du cerveau
antérieur. Les antagonistes des BMP et de Nodal dérivent de I’hypoblaste. Les BMP vont
ensuite réguler le devenir de la plaque neurale dans sa périphérie tandis que la plaque
préchordale, la notochorde et I’hypoblaste produisent différents signaux (Shh, BMP, Nodal,
Fgf8, Wnt, acide rétinoique) pour induire la régionalisation de la plaque neurale et la mise en
place du prosencéphale. L’hypoblaste va disparaitre au profit des autres tissus
embryonnaires. Les stades de développement embryonnaire sont indiqués pour I'embryon de
poulet.

NH : Neeud de Hensen ; Lp : Ligne primitive ; Nt : Notochorde ; PpC : plaque préchordale ; PN :
plagque neurale
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des structures du systeme nerveux central. Pour cela, la plague neurale va étre soumise a
des facteurs caudalisants tels que les voies Fgf, Wnt et de I'acide rétinoique. Les tissus
embryonnaires protégés de ces facteurs caudalisants formeront le cerveau antérieur
prospectif. La plaque préchordale et la notochorde situées sous la plague neurale vont
influencer sa régionalisation grace a I'activité des signaux SHH, NODAL et BMP restreints a la
région antérieure. Une activité FGF8 provenant de |I'hypoblaste agit également sur la plaque
neurale antérieure de facon complémentaire aux autres signaux bien que plus tardivement
au cours du développement (Stern, 2005). Les BMP vont également réguler le devenir de la
plague neurale dans sa périphérie (pour revue (Monuki, 2007; Wilson and Houart, 2004).

D’autre part, un gradient d’activité WNT est principalement impliqué dans la mise en
place de lI'axe antéro-postérieur. Cette activité WNT est localisée au niveau des tissus
postérieurs de la plague neurale (Nordstrom et al., 2002) et son action sera limitée au
niveau antérieur par la sécrétion de ses antagonistes tels que DKK (Dickkopf) (Carmona-
Fontaine et al., 2007). Il existe également une action postériorisante de 'acide rétinoique
grace a un gradient d’expression (Dupé and Lumsden, 2001; Niederreither et al., 2000)
(Figure 5).

Au niveau de la région antérieure de la plaque neurale en développement, on note
également |'expression de Six3, un géne a homéoboite codant pour un facteur de
transcription a homéodomaine (Oliver et al., 1995). Il est requis pour le développement
antérieur du prosencéphale en réprimant la transcription des géenes Wnt et Fgf8 chez le
poisson zébre et la souris. Chez les souris mutantes pour Six3, une absence des structures

antérieures de la téte et des yeux est observée (Lagutin et al., 2003 ; Carl et al., 2002).

2.2. Régionalisation dorso-ventrale

La polarité dorso-ventrale est établie un peu plus tardivement que la polarité antéro-
postérieure et est également régie par la plaque préchordale et la notochorde.

Au niveau de la notochorde comme de la plaque préchordale, il est bien établi que
I'action morphogene de Shh est nécessaire a la spécification ventrale dans ces régions
(Briscoe and Ericson, 1999; Chiang et al., 1996; Gunhaga et al., 2000).

Il est maintenant clairement défini que c’est un équilibre dose-dépendant entre Shh

et Gli3 qui établit la polarité dorso-ventrale du cerveau antérieur en formation (Figure 6). En

25



GLI3

/

SHH

| LGE

MGE '
B ci3 GLI:',\
GLI2
Shh SHH—"

Figure 6. Interactions entre Shh et Gli3 au sein du tube neural.

Les domaines d’expression de Gli3 (en rouge) et Shh (en jaune) sont présentés lors des stades
précoces de développement dorso-ventral du cerveau antérieur. Ces deux génes
maintiennent des patrons d’expression complémentaires au cours du développement. C’est
I’expression de Shh au niveau de la partie ventrale qui permet I'activation de Gli2, qui va agir
ensuite comme un répresseur sur Gli3. Le gradient d’expression de Shh au niveau de la ligne
médiane ventrale laisse place ensuite a un gradient d’expression de Gli3 qui va avoir une
action beaucoup plus dorsalisante. EGL : éminence ganglionnaire latérale ; EGM : éminence
ganglionnaire médiane (D’aprés (Rallu et al., 2002a)).

Figure 7. Représentation simplifiée des différentes interactions entre voies de signalisation

et facteurs de transcription au cours de la régionalisation dorso-ventrale du
prosencéphale.

La voie Nodal va agir de fagon précoce sur
I'activation de la signalisation Shh. Cette

Ligne Médiane Dorsale activation peut étre contrebalancée par la
— 4"/771‘7’""——,,:

protéine GLI3 activée par SIX3. Ce dernier
conjointement a GLI3 exerce une activité
répressive sur Fgf8 au niveau ventral. FGF8
quant a lui va favoriser la ventralisation par
activation de Zic2. Au niveau dorsal, des
interactions entre la voie des BMP, Wnt et de
I'acide rétinoique vont permettre I'activation de
génes dorsalisants, implémentée par I'action de
GLI3. (D’aprés (Fernandes and Hebert, 2008)).

Ligne Médiane Ventrale
v

26



effet, la voie Shh permet I'activation de génes cibles comme Gli2, qui va par la suite inhiber
le gene Gli3. GLI3 est quant a lui, un facteur de transcription activateur de génes dorsalisants
tel que Pax7 (Meyer and Roelink, 2003). De plus il a été montré qu’en absence de I'activité
fonctionnelle de GLI3, le cerveau antérieur est anormalement ventralisé et présente un
retard de croissance (Tole et al., 2000; Yu et al., 2009). La signalisation Shh va également
activer des genes cibles tels que Nkx2.1, Olig2 et Nkx6.1 pour permettre la caractérisation de
cellules progénitrices neurales ventrales (p3, pMN, p2). Dans le cas d’une perte de fonction
Gli3, I'expression de ces cibles va s’étendre a la région dorsale du tube neural (Persson et al.,
2002).

Chez le poisson-zébre, deux orthologues de Shh sont identifiés ShhA et ShhB.
L'analyse des mutants pour ces deux genes se révele plus complexe dans ce modéle compte
tenu de la compensation qui peut s’exercer entre les deux génes. En raison de cette
redondance, la perte de fonction Shh a été étudiée chez le mutant du récepteur Smo (Varga
et al.,, 2001) qui contrairement a Shh, ne semble pas dupliqué au sein du génome du
poisson-zébre. Les animaux vont présenter des phénotypes sévéres correspondant a une
dorsalisation du cerveau antérieur et une absence totale de tissu hypothalamique. Ce méme
phénotype a été observé chez le poisson-zebre lors de I'utilisation de la cyclopamine. Ce
composant se lie et inhibe directement le récepteur SMO, inactivant ainsi la signalisation Shh

(Chen et al., 2002a).

Par ailleurs, FGF8 exerce également une action ventralisante du tube neural et
permet l'activation d’autres protéines telles que ZIC2 qui exerce également un rodle
ventralisant au niveau de la ligne médiane (Figure 7) (Fernandes and Hebert, 2008). En effet,
chez la souris, la perte de fonction de Zic2 entraine un défaut de régionalisation ventrale et
de séveres malformations du cerveau antérieur (Warr et al.,, 2008). Au niveau dorsal, les
voies WNT, BMP et de 'acide rétinoique vont permettre I'activation de génes dorsalisants
comme Bmp4 (pour revue (Bertrand and Dahmane, 2006) ; (Hu et al., 2004; Rallu et al.,
2002a) (Figure 7).

Il apparait donc que la régionalisation dorso-ventrale du cerveau antérieur implique
de multiples interactions entre les voies de signalisation impliquées dans ce processus. C'est
un défaut de la régulation de ces voies au niveau de la ligne médiane qui va entrainer une

holoprosencéphalie.
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Figure 8. Schéma de la segmentation du cerveau embryonnaire chez ’'Homme.

A. Les trois vésicules primaires (prosencéphale, mésencéphale et rhombencéphale) et la
moelle épiniere se différencient au niveau de la partie la plus antérieure du tube neural. B. La
division du prosencéphale se fait ultérieurement pour donner le télencéphale et le
diencéphale (D’apres Sunderland, 2001).
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Figure 9. Représentation schématique du télencéphale

A. Schéma du recouvrement du diencéphale par les vésicules télencéphaliques en vues
latérale et ventrale. La ligne médiane (LM) traversant le télencéphale dorsalement et le
diencéphale ventralement est représentée en pointillés gris B. Section transversale du
cerveau antérieur. On distingue les deux vésicules télencéphaliques correspondant aux futurs
hémisphéres cérébraux. CC : cortex ; VI : ventricule latéral ; PC3V : plexus choroide du 3éme
ventricule ; PCVI: plexus choroide du ventricule latéral; EGL: éminence ganglionnaire
latérale ; EGM : éminence ganglionnaire médiane ; Et: épithalamus; Th: thalamus; Ht:
hypothalamus ; 3V : 3éme ventricule (D’aprés www.embryology.ch)
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3. Segmentation du cerveau antérieur

Simultanément aux processus de régionalisation, le tube neural va se segmenter le
long de I’axe antéro-postérieur (Figure 8A). L'encéphale présomptif dérivant de la plaque
neurale rostrale va donner le prosencéphale (cerveau antérieur), le mésencéphale (cerveau
moyen) et le rhombencéphale (cerveau postérieur). La partie caudale du tube neural
donnera la moelle épiniére. Ensuite, le prosencéphale se divise en deux vésicules
secondaires, le télencéphale et le diencéphale. Le télencéphale se divisera le long de la ligne
médiane pour donner les deux hémispheéres cérébraux. Au niveau du diencéphale se
développeront I’hypothalamus, le thalamus, I'épithalamus, la rétine neurale et la glande
pinéale. De son coté, le mésencéphale voit sa taille augmenter alors que le rhombencéphale
se divise également en deux vésicules secondaires : le métencéphale et le myélencéphale

(Figure 8B).
3.1. Le télencéphale

3.1.1. Morphologie du télencéphale

Le télencéphale est composé de deux vésicules latérales qui correspondent aux
futurs hémispheres cérébraux. Elles sont séparées par la ligne médiane. La face ventrale des
vésicules télencéphaliques fusionne avec les faces latérales du diencéphale (Figure 9A).

La voute de chaque hémisphere formera le cortex cérébral alors que leur plancher formera
les éminences ganglionnaires médiane et latérale (EGM et EGL). Les deux hémispheres sont
joints sauf au niveau la scissure interhémisphérique en dorsal. La zone de raccordement
avec le toit du diencéphale est appelée plexus choroide au niveau du 3°™ ventricule et des
ventricules latéraux (Figure 9B). Le télencéphale contient également les ébauches du
systeme olfactif qui donneront les bulbes et tractus olfactifs ainsi que des structures qui y
sont associées comme I'hippocampe. D’autre part, le télencéphale correspond a une région
complexe du systéme nerveux et une spécification progressive de cette structure est
nécessaire pour définir des populations cellulaires comme les oligodendrocytes ou les

interneurones.
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3.1.2. Formation du télencéphale

La régionalisation télencéphalique est dépendante de plusieurs centres de
signalisation, dont le bord neural antérieur, et integre les mémes voies de signalisation que
lors de la régionalisation de la plague neurale. En effet, afin d’obtenir le télencéphale, un
gradient d’activité Wnt persiste pour la segmentation selon |’axe antéro-postérieur du futur
tube neural (Rallu et al., 2002a). Ceci a été illustré chez le poisson-zebre ol une absence
d’activité de Wnt8b provoque une augmentation de la taille du télencéphale (Houart et al.,
2002).

La régionalisation dorso-ventrale du télencéphale va quant a elle continuer de
dépendre de I'antagonisme entre SHH et GLI3 (Rallu et al., 2002b). Ceci explique la diversité
des phénotypes au niveau du télencéphale chez les souris partiellement déficientes pour des
effecteurs de la voie Shh : réduction de la taille des vésicules, perte de tissus ventraux ou des
éminences ganglionnaires (Ferri et al., 2013; Fotaki et al., 2011; Manuel et al., 2011).

La signalisation Nodal va également influencer I'expression de Shh pour le
développement ventral du télencéphale. Des expériences d’inactivation de la signalisation
Nodal chez le poisson-zebre ont montré un défaut de formation du télencéphale ainsi
gu’une absence d’expression de Shh (Rohr et al., 2001).

Par ailleurs, plusieurs facteurs de transcription sont impliqués dans la régionalisation
des vésicules télencéphaliques puis dans 'identité de certaines régions. C’est le cas du gene
Pax6 puisque lors d’'une mutation perte de fonction, |'organisation dorso-ventrale du
télencéphale est perturbée (Stoykova et al., 2000; Yun et al., 2001). De méme le géne Emx2
est important dans la mise en place de structures du cortex comme I’hippocampe, puis plus
tardivement dans la neurogenése du télencéphale dorsal (Yoshida et al., 1997). De facon
intéressante, les patrons d’expression de Pax6 et Emx2 forment des gradients opposés dans
le télencéphale dorsal et vont participer a 'acquisition de l'identité corticale de sous-
domaines du télencéphale (Bishop et al., 2000). Dans le cas d’une déficience simultanée de
ces deux genes, on observe un excés de marqueurs de ventralisation des vésicules
télencéphaliques.

D’autre part, Pax6, de la méme facon que Gli3, est exprimé dorsalement et joue un
role d’antagoniste a I'activité Shh. Il s’avére que chez les doubles mutants Shh'" ;Pax6'/’, on

observe une restauration des structures ventrales de la méme facon que chez les doubles
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Figure 10. Représentation des voies de signalisation dans le télencéphale en formation.

A. Cartographie de la ligne médiane du télencéphale (LMT) ainsi que la ligne médiane de
I’hypothalamus (LMH). B. Expression des différentes voies de signalisation au niveau de la
ligne médiane du télencéphale. Nodal et Shh sont exprimés ventralement et rostralement,
Fgf est exprimé au niveau ventral et antérieur de la ligne médiane alors que les voies Wnt et
BMP sont exprimées dorsalement. (D’aprés (Monuki, 2007)).
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mutants Shh”" ;G//’3'/' (Fuccillo et al., 2006). Ces résultats suggérent que le géne Pax6

posséderait un réle complémentaire a Gli3 dans la régionalisation du télencéphale.

La voie de I'acide rétinoique est également cruciale pour le développement antérieur
du télencéphale. Chez des embryons de cailles déficients en vitamine A, les signalisations Fgf
et BMP sont perturbées. Ces embryons présentent des défauts de segmentation de la
vésicule télencéphalique et de I'axe dorso-ventral du diencéphale (Halilagic et al., 2003;

Wilson et al., 2003).

La division du télencéphale en deux champs correspondant aux hémisphéres dépend
de la sécrétion de ligands par les structures médianes, NODAL, SHH et BMP. Cette étape sera
déficiente en cas d’HPE (Currle et al., 2005; Hebert et al., 2002; Ohkubo et al., 2002). La
signalisation Fgf est quant a elle principalement active dans la partie rostrale de la ligne
médiane. Plus précisément, une boucle de régulation positive entre les voies Shh, Wnt et
BMP ainsi que les protéines FGF8, ZIC2 et SIX3 se met en place au niveau de la lighe médiane
pour séparer les vésicules télencéphaliques (Crossley et al., 2001; Kobayashi et al., 2010)

(Figure 10).

L'utilisation des modeles vertébrés ces 15 dernieres années a montré de facon
générale, que l'inhibition fonctionnelle d’acteurs des voies de signalisation, tel que I'acide
rétinoique, Shh, Fgf, Nodal ou BMP, conduit a des défauts de régionalisation dorso-ventrale
du télencéphale et provoquent des défauts majeurs de cette structure (Arauz et al., 2010;

Lana-Elola et al.,, 2011; Yang et al., 2010).
3.2. Le diencéphale

3.2.1. Morphologie et modé¢le prosomérique du diencéphale

Le diencéphale est défini selon ce qu’on appelle le modéle prosomérique révisé par
Rubenstein et Puelles en 2003 (Puelles and Rubenstein, 2003). Ce modéle détermine 6
prosomeres selon les zones d’expression de six génes: Nkx2.2, DIx2, Gbx2, Otx2, Shh et
Nkx2.1 (Figure 11). Les prosomeéres vont ensuite donner lieu a trois organes distincts: le

thalamus, I'épithalamus et I’hypothalamus en position ventrale. Le thalamus est constitué de
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épiniére ; o : vésicule optique (Adapté de
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plaques latérales du diencéphale. DIx2 sera exprimé dans le préthalamus alors que Gbx2 et

Sox14 sont exprimés dans des domaines thalamiques. La limite caudale du domaine

d’expression de Gbx2 dans le prosomére 1 permet d’établir la frontiere entre p1 et p2. Wnt3a

va définir avec Gbx2 et Sox14 les territoires latéraux et basaux du diencéphale. Nkx2.2 est

exprimé au niveau du neuroépithélium et va border I'expression de Shh au niveau de la ZLI.

D : diencéphale ; M : mésencéphale ; T : télencéphale ; PT : pré tectum ; Th : thalamus ; PTh :

préthalamus ; ZLI : zone limitans intrathalamica (Adapté de (Martinez-Ferre and Martinez,

2012)).
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noyaux neuronaux impliqués dans le traitement des informations sensorielles et motrices.
L’épithalamus est divisé en deux structures principales qui sont le corps pinéal ou épiphyse
et le plexus choroide. L’hypothalamus sera divisé en quatre territoires qui contiendront des
noyaux neuronaux spécifiques. Chacune de ces structures posséde un champ ventral et un
champ dorsal. C'est également a partir du diencéphale que vont apparaitre les ébauches
optiques. Les vésicules optiques qui en dérivent s’invaginent au niveau de la future jonction

du plancher et des faces latérales du diencéphale.

3.2.2. Formation du diencéphale

L’établissement de I'axe antéro-postérieur du diencéphale est établi grace a des
centres organisateurs secondaires comme pour le télencéphale. C'est notamment la zone
limitans intrathalamica (ZLI) située entre les prosomeres 2 et 3 qui va sécréter des signaux
nécessaires a la régionalisation. Shh est le principal géne exprimé dans la ZLI et va influer sur
la mise en place des structures thalamiques et définir la limite postérieure de
I’hypothalamus (Blackshaw et al., 2010; Shimogori et al., 2010). D’une part, I'expression a
I’état morphogene de SHH va permettre I'expression de genes spécifiques ; par exemple, Shh
induit I'expression des genes Sox14 et Gbx2 au niveau du prosomere 2 (Hashimoto-Torii et
al., 2003) (Figure 12). D’autre part, I'expression de Shh va étre délimitée au niveau de la ZLI
par des genes tels que Sim1, DIx2 et Nkx2.1 aux niveaux basal et latéral, Wnt1 au niveau
antérieur, Fgf8 au niveau postérieur et Nkx2.2 aux niveaux antérieur et postérieur (Figure
12).

Par ailleurs, SIX3 va aussi activer directement Shh au niveau de la ligne médiane
rostro-ventrale du diencéphale qui a son tour va y maintenir I'expression de Six3. En effet,
chez des mutants Six3, la boucle de régulation est interrompue et va conduire a des défauts
de séparation des champs oculaires, de la proéminence nasale et a une microcéphalie,
caractéristiques du spectre HPE (Geng et al., 2008; Jeong et al., 2008).

L'identité dorso ventrale du diencéphale est établie grace aux mémes signaux que
ceux impliqués dans le télencéphale. Cependant au niveau de la ligne médiane, le caractére
ventral va concerner principalement I’hypothalamus qui sera essentiellement sous
I'influence de la voie de Shh et de ses genes cibles tels Nkx2.1 et Nkx2.2.

C'est le signal Shh graduel émanant du plancher du tube neural qui est nécessaire a la

spécification de I'identité neurale ventrale du diencéphale. Il permet également la
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séparation correcte de la zone optigue en deux domaines distincts (pour revue (Roessler and
Muenke, 2010)). Plusieurs événements morphogénétiques vont permettre la formation des
vésicules optiques (Crossley et al., 2001; Morcillo et al., 2006). Les deux protusions optiques
se placent de chaque coté du diencéphale entre la zone préoptique et I’hypothalamus
antérieur. A ce niveau, |'activité Shh régule la transcription de genes tels que Pax6, Pax2,
Vax1 et Vax2 qui spécifient les pédoncules optiques, la rétine et I'identité de I'épithélium
pigmentaire (Macdonald et al., 1995; Mui et al., 2005; Walther and Gruss, 1991; Walther et
al., 1991).

4. ’hypothalamus, structure ventrale du diencéphale

L’hypothalamus dérive de la région rostro-ventrale du cerveau antérieur et
constituera la partie ventrale du diencéphale. L’hypothalamus sera le siege des régulations
neuroendocriniennes du cerveau comme le rythme circadien, I'appétit, la soif et les
sécrétions hormonales. L’hypothalamus est constitué d’une douzaine de domaines ou
noyaux qui vont réguler les fonctions endocriniennes de fagon synchrone. Par exemple, c’est
grace a de multiples connections entre les noyaux hypothalamiques que les cycles circadiens

sont intimement liés a I'alimentation et au métabolisme énergétique (Gooley et al., 2006).

4.1. Induction de I’hypothalamus

Le développement de I'hypothalamus est tres bien conservé chez les vertébrés et
nécessite l'induction de nombreux types cellulaires. Comme pour la plupart des autres
régions ventrales du systéme nerveux central ce sont les signaux Shh, Nodal, BMP et Wnt qui
permettent la mise en place de I'hypothalamus présomptif puis la différenciation des

précurseurs hypothalamiques.

4.1.1. Role de SHH, BMP7 et TBX2

D’une part, il a clairement été démontré que lors de la perte de la signalisation Shh,
le diencéphale présente une réduction de sa taille et une absence des structures ventrales,
dont les précurseurs hypothalamiques (Chiang et al., 1996; Ishibashi and McMahon, 2002).
Inversement une augmentation de 'activité Shh chez le poisson-zebre induit une expression

ectopique de marqueurs hypothalamiques (Rohr et al.,, 2001). De plus, ce sont les
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Figure 13. Représentation schématique de la formation de I’hypothalamus.

L’action coordonnée de SHH, BMP7 et les antagonistes des BMP, CHORDIN et NOGGIN, est
nécessaire a l'induction des précurseurs hypothalamiques (Préc. Hyp.). De méme, NODAL,
SHH et BMP7 sont essentiels a I'expression de Nkx2.1 dans le diencéphale ventral pour le
développement de I’hypothalamus prospectif. Un gradient de signalisation antéro-postérieur
des Wnt permet d’établir la division entre les précurseurs hypothalamiques et les cellules du
plancher neural.

PPc : plaque préchordale ; Nt : Notochorde ; ZLI : zone limitans intra thalamica
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expressions coordonnées de Shh et Bmp7 qui imposent un caractére ventral aux cellules de
la ligne médiane rostrale précédemment induites par Shh (Figure 13) (Dale et al., 1997). De
plus, Bmp7 est également capable d’induire I'expression de Nkx2.1. Ce dernier va lui méme
jouer un réle dans la maintenance de I'expression de Shh au sein de I'hypothalamus et est
considéré comme le marqueur ventral de I’hypothalamus en développement (Figure 13)
(Brand et al., 1996; Dale et al., 1997; Manning et al., 2006; Marin et al., 2002; Sussel et al.,
1999).

Par ailleurs, Shh et Bmp7 sont également exprimés au niveau de la notochorde mais
cela ne conduit pas a une différenciation des cellules de la ligne médiane ventrale caudale en
précurseurs hypothalamiques. Cette différence est due a I'expression d’inhibiteurs de Bmp?7,
CHORDIN et NOGGIN (Figure 13). En effet, chez les double mutants Chordin'/';Noggin+/', on
observe un phénotype restreint au niveau de la téte de sévérité variable d’"HPE (Bachiller et
al., 2000 ; Anderson et al., 2002). En absence des antagonistes des BMP au niveau de la
plague préchordale, I'activité BMP est augmentée, provoquant une désorganisation des
tissus antérieurs. La production des antagonistes CHORDIN et NOGGIN est donc essentielle
au statut de centre organisateur de la plaque préchordale pour le diencéphale.

Plus généralement, les BMP vont inhiber I'expression de Shh et activer I'expression
de Fgf10 au niveau de la ligne médiane ventrale postérieure de I’hypothalamus (Manning et
al., 2006). Pour cela, la voie des BMP va activer le gene Thx2 codant pour un répresseur
transcriptionnel de Shh (Pontecorvi et al., 2008). Manning et collaborateurs (2006)
suggerent de plus que la diminution d’expression de Shh au niveau de la ligne médiane est
nécessaire a l'arrét transitoire du cycle cellulaire de progéniteurs leur conférant plus tard

une activité proliférative expansive.

4.1.2. Action de Nodal

Des mutations des composants de la voie Nodal chez le poisson-zébre provoquent
des phénotypes similaires aux phénotypes des souris mutantes pour Shh tels que la cyclopie
et I'absence de structures hypothalamiques (Schier and Shen, 2000). De plus, chez ces
mutants, |'expression ectopique de Shh n’est pas suffisante pour récupérer la perte
d’expression de Nkx2.1, gene spécifique de I'hypothalamus (Figure 13). Ceci suggere que
Shh ne peut pas induire seul I’hypothalamus (Rohr et al., 2001). Toujours chez le poisson-

zébre, il a été démontré que le promoteur de Shh contenait des éléments activateurs
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répondant a la signalisation Nodal qui pouvaient réguler son expression dans les cellules
neuronales (Muller et al., 2000).

D’autre part, la signalisation Nodal serait nécessaire a la migration des précurseurs
hypothalamiques de la zone ventriculaire vers les différents noyaux qui composent

I’hypothalamus mais ce role reste encore controversé (Mathieu et al., 2002).

4.1.3. Role du gradient Wnt

Manning et collaborateurs (2006) ont montré que |’expression du gene Tbx2
dépendait de la voie des BMP au niveau de I’hypothalamus prospectif. Cependant, comme
démontré chez le poisson-zebre, un gradient d’inhibition de la voie Wnt semble déterminer
le destin cellulaire hypothalamique (Kapsimali et al., 2004). En effet, I'utilisation d’un
antagoniste de la voie Wnt (WIF: Wnt inhibitory factor) est suffisante pour restaurer
I'expression de Thx2 au niveau d’explants ou la signalisation BMP est bloquée. Les auteurs
suggerent que la voie des BMP pourrait inhiber I'activité Wnt au niveau de I’"hypothalamus.

Par ailleurs, la déficience pour les molécules antagonistes de Wnt ou de répresseurs
transcriptionnels de Wnt provoque des défauts de spécification du cerveau antérieur
incluant I’hypothalamus. Seules les régions postérieures du tube neural seront observées
confirmant un réle de la voie Wnt au niveau de la région antérieure du tube neural (Hoch et

al., 2009).

4.2. Spécification de I’hypothalamus

Selon son axe antéro-postérieur les noyaux hypothalamiques sont répartis en quatre
groupes, préoptique, antérieur, médial et postérieur. Grace a des études d’expression de
génes, ces noyaux ont pu étre subdivisés en noyaux plus spécifiques (Shimogori et al., 2010).
La plupart des noyaux hypothalamigues ont été identifiés au cours du développement
embryonnaire méme si les cellules qui les composent ne sont pas a leur position définitive.
En effet, les cellules hypothalamiques migrent latéralement par rapport au troisieme
ventricule du télencéphale pour se différencier. La migration de ces précurseurs neuronaux

hypothalamiques s’effectue le long de cellules spécialisées appelées cellules gliales radiales.

Dans la région la plus antérieure, l'aire préoptique (POA) régule I'équilibre

électrolytique du corps, sa température ainsi que les hormones sexuelles (Saper, 2009). La
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Figure 14. Les différents noyaux de I’hypothalamus.

Représentation schématique en vue latérale des différents noyaux qui composent
I’hypothalamus. L’hypothalamus embryonnaire se forme dans la partie rostro-ventrale du
diencéphale. Il est divisé en une région médiane et une région latérale. La région médiane est
composée d’agrégats neuronaux dans quatre grandes zones selon I'axe antéropostérieur :
préoptique, antérieure, tubérale et mamillaire. La région latérale va étre principalement
composée d’axones (D’apres http://www.diabetesobesity.net.)

42



POA posséde une origine télencéphalique et va exprimer le marqueur télencéphalique
FoxG1, ce qui la différencie des autres noyaux hypothalamiques (Figure 14). La POA exprime
également Shh et Nkx2.1 mais pas les autres cibles de Shh telles que Nkx2.2 et Nkx6.2
(Shimogori et al., 2010) qui seront cependant exprimés dans I’"hypothalamus antérieur (AH)
en partie caudale du POA (Puelles and Rubenstein, 2003; Shimogori et al., 2010). Au sein de
la région antérieure de I'hypothalamus regroupant la POA et I’AH, plusieurs noyaux sont
identifiés par Shimogori et collaborateurs (2010). Le noyau suprachiasmatique (SCh) en
ventral, exprime le gene Lhx1, le noyau paraventriculaire (PVN) en dorsal relié latéralement
au noyau supraoptique (SON) qui peuvent étre identifiés par I'expression de Otp et Sim1
(Shimogori et al.,, 2010). Ces noyaux contiennent les neurones magnocellulaires de
I’'hypothalamus qui vont sécréter la vasopressine et |‘oxytocine pour les relarguer
directement dans la circulation sanguine. Les axones de ces neurones vont atteindre la
glande pituitaire postérieure ou neurohypophyse (Saper, 2004).

Le SCh est impliqué dans la régulation du rythme circadien alors que les PVN et SON
sont associés a la régulation de la sécrétion hypophysaire.

Dans sa partie médiale, I’hypothalamus tubéral va réguler la faim, le métabolisme
énergétique, la réponse au stress et le cycle circadien (Saper, 2009). Il contient le noyau
prémamillaire qui est également subdivisé en différentes régions toujours a partir des
études d’expression de génes (Figure 14). On distingue ainsi le noyau arqué (Arc) identifié
par Pomc, le noyau ventromédial (VM) identifié par Nr5al, le noyau dorsomédial (DM)
identifié par Lhx8 et la région prémamillaire (PM) par Lef1 (Shimogori et al, 2010). La région
PM régule les capacités reproductives (Donato et al., 2009). L’expression de tous ces acteurs
chevauchent le domaine d’expression de Nkx2.1 exprimé dans cette région en réponse a la
signalisation Shh. Une zone hypothalamique latérale est également délimitée dans la partie
tubulaire, qui exprime Lhx9 et Lhx6 (Shimogori et al., 2010).

Les noyaux PVN, Arc ainsi que la POA contiennent également des neurones
neuroendocrines dites parvocellulaires qui sécrétent des hormones vers la glande pituitaire.
En réponse par exemple a I'hormone corticotrope hypothalamique provenant de ces

neurones, la glande pituitaire synthétise I’'hnormone adrénocorticotrope (ACTH).
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Ces différents noyaux vont, comme le SCh, contrdler le rythme circadien mais
également les fonctions de I’hypothalamus dans I'état de vigilance, la réponse au stress ou la
faim (Saper, 2009).

Enfin dans sa partie caudale, Shh et Nkx2.1 sont exprimés et le noyau mamillaire
(NMM) se différencie par I'expression des genes Otp, Sim1 et Foxb1 (Shimogori et al., 2010).
Le dernier noyau de I’hypothalamus est situé entre la partie caudale de la zone mamillaire et
la parie rostrale de la ZLI. C'est le noyau supramamillaire (NSM) qui est identifié par
I’expression d’Irx5 (Shimogori et al., 2010). La région caudale de I’hypothalamus est critique
pour les capacités de mémoire, d’éveil et d’intervention en situations urgentes (Vann and
Aggleton, 2004).

Chacun de ces noyaux va réguler une ou plusieurs fonctions de I'"hypothalamus et
possede au cours du développement embryonnaire des groupes de progéniteurs neuraux
qui pourront sécréter des hormones spécifiques.

D’autre part, le réle de plusieurs facteurs de transcription est aujourd’hui identifié
dans la spécification neuroendocrine de I'hypothalamus. En effet, Brn2 va permettre la
production des hormones AVP, OT et CRH (Nakai et al., 1995; Schonemann et al., 1995). La
génération des neurones AVP, OT, CRH (corticotropin-releasing hormone), TRH (thyrotropin-
releasing hormon) et SS (somatostatine) va dépendre des génes Sim1, Sim2, Arnt-2 et Otp
(Caqueret et al., 2005; Hosoya et al., 2001; Wang and Lufkin, 2000). La synthese de la GHRH
(Growth hormone releasing hormone receptor) dépend de I'expression du géne Gshl1 (Li et
al., 1996) et plus récemment semble étre influencé par le facteur a homéoboite Bsx

(McArthur and Ohtoshi, 2007).

4.3. Guidage axonal des neurones de I’hypothalamus ventral

Afin de connecter les différentes structures du cerveau et permettre la circulation
des informations entre elles, une architecture axonale est nécessaire. Il a été décrit une
architecture axonale « pionniére » au sein du cerveau antérieur en développement,
relativement bien conservée entre les vertébrés (Easter et al., 1993; Mastick and Easter,
1996; Ware and Schubert, 2011). Cette structure correspond au tractus ventro-longitudinal
qui est composé du faisceau médio-longitudinal (MLF) et du tractus de la commissure post-
optique (TPOC). Le MLF dérive des neurones de la frontiére entre le cerveau antérieur et le
cerveau moyen et le TPOC dérive des neurones de I'hypothalamus rostro-ventral. Les
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neurones de I'hypothalamus ventral contribuent a la formation de la commissure post-
optique avec l'aide des neurones du thalamus ventral et du chiasma optique. De
nombreuses molécules de signalisation ont été identifiées pour permettre la formation des
tractus puis pour conduire les projections axonales de divers neurones au travers. Par
exemple, les premiers axones des neurones MCH (melanin-concentrating hormon) de
I’hypothalamus sont guidés grace a la NETRINE1 et SLIT2 dans le TPOC pour ensuite rejoindre
le MLF (Croizier et al., 2011). De fagon plus générale, la signalisation Slit/Robo permet le
positionnement dorso-ventral des axones du TPOC et vont servir de guide aux projections
axonales au niveau de la commissure médiane (Long et al., 2004; Ricano-Cornejo et al.,
2011). Le guidage des axones du TPOC semble également dépendre de PAX6 ainsi que de
molécules d’adhérence comme les cadhérines (Andrews and Mastick, 2003; Nural and
Mastick, 2004).

D’autre part, des études chez le poisson-zebre ont montré le réle de la voie Shh dans
la formation des noyaux du TPOC. En effet, chez des mutants pour le géne Smoothened
(smo : slow muscle omitted), le TPOC se développe de facon aberrante et n’atteint pas son
territoire cible. Bien que les neurones hypothalamiques se développent correctement dans

le noyau TPOC, la commissure post-optique ne se forme pas (Varga et al., 2001).

4.4. Pathologies associées

Des défauts de développement de I’hypothalamus semblent perturber le contréle de
sécrétion des neuropeptides hypothalamiques dans ['‘organisme. Cela pourrait
potentiellement induire des pathologies telles que I'obésité, I'hypertension ou le diabéte
(Caqueret et al.,, 2005; Krude et al.,, 1998; Michaud, 2001; O'Rahilly, 2009). Des
dysfonctionnements neuroendocriniens joueraient également un réle dans des formes
d’autisme et autres troubles du comportement (pour revue (Kelemenova and Ostatnikova,
20009).

Cependant, des pathologies du développement du cerveau précoce ont également
montré des perturbations ou des malformations de I’"hypothalamus. Par exemple, dans le cas
d’'une dysplasie septo-optique, des défauts pituitaires, du nerf optique et de la ligne
médiane du prosencéphale sont observés. Dans ce cas, il s’avere que la source
hypothalamique de Shh, qui assure le maintien de I'expression génique nécessaire au
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développement pituitaire et des vésicules optiques, est déficiente (Zhao et al., 2010; Zhao et
al., 2012). Un des principaux genes impliqués dans les cas de dysplasie septo-optique est le
géne a homéoboite HESX1 (McCabe et al., 2011). HESX1 est exprimé au niveau de la ligne
médiane de I’hypoblaste et joue un réle déterminant dans le développement de la région
pituitaire.

Chez les patients HPE, les malformations de I’hypothalamus peuvent conduire a une
dérégulation du contrble de la température corporelle et un déséquilibre électrolytique
pouvant entrainer des convulsions (Solomon et al., 2010). Parmi les patients HPE vivants,
70% souffrent de diabete insipide en raison d’un déficit de 'hormone antidiurétique, la
vasopressine, synthétisée normalement par I’hypothalamus (Hahn et al., 2005). Hahn et
collaborateurs (2005) ont montré que la sévérité du diabéte insipide était corrélée au degré
de non-séparation des lobes de I’hypothalamus chez des patients HPE.

Par ailleurs, plusieurs études chez des patients HPE montrent que lors de mutations
perte de fonction du gene GLI2, cible de la voie Shh, les patients pouvaient présenter des
anomalies de I'hypophyse antérieure et/ou un hypopituitarisme perturbant alors le systeme
hypothalamo-hypophysaire (Bertolacini et al., 2010; Franca et al., 2010; Roessler et al.,
2003).

D’autre part, de séveres défauts de la ligne médiane sont observés et sont associés a
une HPE chez des embryons de souris porteurs de I'allele hypomorphe ou nul pour Fgf8.
Chez ces embryons les anomalies de la fonction endocrinienne de I’hypothalamus résultent
d’une diminution des neurones arginine vasopressine et oxytocine dans les noyaux NSO, NSC
et NPV (McCabe et al., 2011). Ces derniers travaux ont permis de faire un paralléle avec des
patients atteints d’'HPE et porteurs de mutation du gene FGF8. En effet, des défauts au
niveau de I'hypothalamus sont fréquemment observés dans le spectre de cette pathologie.
L’étude anatomique de I’hypothalamus au cours du développement embryonnaire ainsi qu’a
la naissance constitue donc un outil diagnostic important pour I'HPE (Hahn and Barnes,

2010; Simon et al., 2000).
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Figure 15. Etapes du développement embryonnaire chez le poulet de 4h a 72h.

Dés les premiéres heures de la gastrulation le blastoderme s’allonge dans le sens
antéropostérieur et permet la formation de la ligne primitive et du nceud de Hensen a son
extrémité. La ligne primitive s’allonge de 4h a 18h puis régresse jusqu’a disparaitre (72h). A
la fin de la gastrulation, une zone de prolifération au niveau du nceud de Hensen va
permettre la formation de la notochorde. Au niveau des parois de la ligne primitive se
forment les mésodermes latéraux et somitiques de 'embryon. Les plis neuraux permettent la
formation du tube neural vers 24h et le neuropore antérieur permet sa fermeture vers 30-33h
d’incubation isolant le cerveau antérieur. L’'embryon va commencer a subir une rotation de
sa partie antérieure vers la gauche et les vésicules cérébrales se différencient.
L’organogenese s’intensifie a partir de 72h d’incubation.

D : diencéphale; Eo: épithélium olfactif, Epy: épiphyse; Lp: ligne primitive;, M :
mésencéphale ; Mt : métencéphale ; My : myélencéphale ; Na : neuropore antérieur; NH :
nceud de Hensen; Nt: notochorde; So : somites; Vo : vésicules optiques; Vot : vésicules
otiques ; T : télencéphale ; Tn : tube neural (Adapté de (Le Moigne, 1997) et DevBio.net).
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5. Modeéles animaux

Lors de mes travaux de thése j'ai principalement utilisé le modele d’embryon de
poulet propice aux études embryologiques fondamentales. En effet, I'embryon de poulet est
tres accessible et des outils génomiques sont maintenant disponibles. Le développement
embryonnaire précoce est trés similaire entre les vertébrés. Il est donc judicieux de travailler
sur ce modele ou les mécanismes moléculaires étudiés pourront étre transposés par la suite

au développement embryonnaire humain.

5.1. Modéle d’embryon de poulet

La classification d’'Hamburger et Hamilton (Hamburger and Hamilton, 1992) établit
dans le temps les stades de développement embryonnaire et les structures associées
observables. Cette classification sera utilisée pour nommer les différents stades chez
I‘embryon de poulet. Le développement rapide de I'embryon de poulet au cours des stades
précoces constitue également un atout important. En effet, apres seulement deux jours
d’incubation (HH5), les différents axes de symétrie sont en place et la neurulation débute.

Le développement du systéme nerveux a été trés étudié chez le poulet et est trés
similaire a celui de la souris et de I'homme. Il existe cependant une différence majeure. En
effet, c’est I'hypoblaste qui est responsable de I'induction neurale antérieure chez I'embryon
de poulet alors que ce réle est joué par 'EVA chez les mammiferes (de Souza and Niehrs,
2000). Alors que I'hypoblaste et I'EVA different par leur composition cellulaire, I'étude de
I'expression des marqueurs moléculaires tels que Nodal et ses antagonistes Lefty et
Cerberus, révele leur équivalence (Beddington and Robertson, 1999). L’hypoblaste va donc
comme I'EVA préserver la plague neurale antérieure des facteurs caudalisants.

Au cours de la neurulation, le tube neural se referme antérieurement autour de 30-
33h de développement (HH10) puis postérieurement apres 44h (HH12). L'embryon va
ensuite perdre son aspect plan et subir une rotation de la partie antérieure lors du

développement des vésicules cérébrales (HH14) (Figure 15).

5.2. Intérét du modele d’embryon de poulet

La large taille de I'embryon et sa morphologie plane jusqu'a la segmentation des

vésicules cérébrales, font de 'embryon de poulet un modele facilement observable pour des
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études in vitro et in vivo. Des ablations ou greffe de structure in ovo sont réalisables afin de
déterminer leur réle au cours du développement. C’'est d’abord chez I'embryon de poulet
que le role de la plaque préchordale a été mis en évidence dans la régionalisation du
prosencéphale. En réalisant une ablation de la plaque préchordale, Pera et Kessel ont
produit des embryons développant une cyclopie caractéristique du phénotype HPE (Pera
and Kessel, 1997) (Figure 3). L'organisation plane de I'embryon au cours du développement
précoce permet également d’utiliser des techniques comme [|'électroporation. De plus, sa
transparence en fait un modele tres utilisé pour I'analyse d’expression de génes par
hybridation in situ. Des cultures d’embryons ex ovo en roller sont également réalisables et
permettent de traiter un grand nombre d’embryons avec des molécules spécifiques aux
stades de développement souhaités (Dupé and Lumsden, 2001). Le génome du poulet est
séquencé depuis 2004 et de nombreux outils génomiques sont mis a disposition comme des

puces a ADN (Li et al., 2008).

5.3. Modéle d’embryon de souris

Pour étudier les mécanismes du développement embryonnaire le modeéle souris est
incontournable. En effet, les outils de transgénese qui ont été développés pour ce modele
permettent maintenant de définir la fonction d’un gene dans un tissu donné ou a un stade
donné du développement.

Il est important de noter que les blastulae chez 'Homme, la souris et le poulet sont
similaires au niveau de la formation des futurs tissus embryonnaires a partir d’'un seul
épithélium. Cependant ce dernier est plan chez ’'Homme et le poulet mais forme une coupe
chez la souris. Elle renferme |'endoderme viscéral antérieur (EVA) (Beddington and
Robertson, 1999). Le nceud primitif va générer comme les autres centres organisateurs des
vertébrés la ligne médiane de I'embryon avec la plaque préchordale et la notochorde. Des
signaux de ces cellules vers I'épiblaste permettront l'induction de la téte. La plaque
préchordale est la structure la plus conservée au sein des vertébrés dans les mécanismes
d’induction de la téte ce qui nous permet de réaliser des paralléles entre organismes
modeles (de Souza and Niehrs, 2000).

A la fin de ma thése, j'ai lancé la production d’embryons de souris au sein de I’équipe
afin d’apporter une validation supplémentaire aux résultats que j'ai obtenu chez I'embryon
de poulet. Une correspondance des stades de développement est établie entre les deux
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modeles et il est ainsi possible d’étudier les mémes processus (HH12 chez le poulet
correspond au stade E10.5 chez la souris). Cependant, les résultats étant tres préliminaires,

ils ne seront pas présentés dans ce travail.
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A. Sévérité croissante des malformations cérébrales identifiées pour I’HPE. B. Les différentes

anomalies de la face observées chez des patients HPE allant d’un hypotélorisme a la cyclopie.
(Adapté de Nishimura and Okamoto, 1976).

HPE alobaire HPE semilobaire HPE lobaire Microformes
Scissure Absence Postérieure Postérieure et Absence en
interhémisphérique compléte uniguement hypoplasique en régions frontales
région antérieure et pariétales
postérieures
Ventricules Unique Cornes antérieures Cornes antérieures Cornes antérieures
absentes, petit 3®me rudimentaires, 3°™¢ normales ou
ventricule ventricule formé hypoplasiques,
3éme yentricule
formé
Noyaux gris Trés souvent Partiellement Fusion variable Séparés
centraux fusionnés fusionnés
Hypothalamus Toujours Trés souvent Souvent fusionnés Séparés
fusionnés fusionnés

Tableau 1. Exemples de signes radiologiques des formes classiques d’HPE.

(D’apreés (Hahn and Barnes, 2010)).
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Il. L’ Holoprosencéphalie, une pathologie du cerveau
antérieur

1. Définition

L'Holoprosencéphalie (HPE) correspond a une malformation congénitale cérébrale
qui affecte le développement du cerveau antérieur trés précocement. L'HPE résulte d’un
défaut de différenciation de la ligne médiane entrainant une anomalie de clivage des deux
hémisphéres cérébraux au niveau du prosencéphale. L'HPE est considérée comme la plus
fréquente des malformations congénitales du cerveau puisque retrouvée dans 1 cas sur 250
produits d’avortements (Orioli and Castilla, 2010) tous types confondus et dans 1 cas pour
16 000 naissances (Cohen, 1989; Ming and Muenke, 1998; Ming et al., 1998; Muenke and
Cohen, 2000). Cette importante différence de fréquence refléte une incompatibilité entre la

vie et les HPE séveres.

2. Sévérité et classification anatomique

L'HPE englobe divers phénotypes avec des niveaux de sévérité variables. Trois grands
types d’HPE ont été définis et sont classés selon leur degré de gravité (Demyer and Zeman,
1963) (Figure 16). A la vue de I’étendue du spectre phénotypique de I’'HPE, une classification
anatomique a été adoptée pour répertorier les malformations associées au degré de
sévérité et ainsi améliorer le diagnostic prénatal. Par exemple, la neuro-imagerie a permis
d’affiner le spectre de I'HPE et d’associer plus précisément certains aspects cérébraux au

différentes formes (Tableau 1) (Hahn and Barnes, 2010).

La forme alobaire constitue la forme la plus sévere de I'HPE et est due a une absence
totale de division des lobes. Elle entraine une microcéphalie, I'absence de séparation des
hémisphéres cérébraux ou encore la fusion ou I'absence d’annexes cérébrales (corps calleux,
thalamus). Cette forme d’HPE englobe un large spectre d’anomalies de la face comme une
absence de nez, la présence d’un proboscis (trompe descendant entre les orbites) ou une
ethmocéphalie caractérisée par un hypotélorisme grave. Dans les formes les plus séveéres, il

est décrit une cyclopie en référence aux créatures mythologiques possédant un ceil unique.
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La forme semi-lobaire est moins sévere mais les anomalies associées sont
équivalentes. On observe également la présence d’un ventricule unique bien qu’une scissure
intrahémisphérique soit visible au niveau postérieur. Les annexes cérébrales comme les
bulbes olfactifs sont peu ou mal développées et de nombreuses malformations de la face
ont été décrites (Mercier et al., 2011).

La forme lobaire correspond a la forme la moins sévere car les hémisphéres
cérébraux sont séparés. Cependant les lobes frontaux sont toujours légérement fusionnés au
niveau ventral et les annexes cérébrales peuvent également étre fusionnées ou absentes. En
termes de malformations faciales, on observe des anomalies plus modérées comme un
hypotélorisme ou une incisive médiane unique. On distingue également des microformes
d’HPE pour lesquelles les anomalies vont étre plus subtiles mais relévent du spectre HPE.
Cela comprend par exemple, la fente palatine, I'absence de bulbes olfactifs ou une agénésie

du corps calleux (Figure 16).

3. Pronostic

Les patients atteints d’"HPE ont une mortalité élevée. Les foetus porteurs de la forme
alobaire, avec des anomalies trés séveres comme la cyclopie, ne survivent généralement pas
au dela de la premiére semaine de vie et dans les cas d’anomalies moins séveres les enfants
décedent dans les 4-5 premiers mois a une année. Les patients porteurs d’une microforme

ont une espérance de vie identique a la population générale (Solomon et al., 2010).

4. Etiologie de I'HPE

L'HPE d’origine génétique a longtemps été considérée comme une maladie a
transmission autosomique dominante, a pénétrance incomplete. Aujourd’hui, les
nombreuses études épidémiologiques sur des cohortes de patients et les modéles animaux
nous ont amenés a envisager un autre mode de transmission.

En effet, I'hypothése d’'une maladie multigénique semble plus probable. On
répertorie aujourd’hui des causes exogénes et/ou génétiques comme responsable de
I'apparition de I'Holoprosencéphalie. Cela définit un modéle pour I’'HPE dit « multi-hit » car
plusieurs événements d’origine différente peuvent intervenir dans l'apparition de la

pathologie (Mercier et al., 2011; Roessler and Muenke, 2010).
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Au niveau environnemental, certaines pathologies maternelles comme le diabéte
(Barr et al., 1983) ou l'exposition de fagon générale a des produits tératogénes comme
I’acide rétinoique ou l'alcool (Cohen and Shiota, 2002) peuvent augmenter la susceptibilité a
I’'apparition d’'une HPE chez le feetus. Par exemple, des souris femelles absorbant des dérivés
d’alcool produisent des embryons avec de nombreuses anomalies cranio-faciales et des
déficiences de structures du cerveau avec une vésicule télencéphalique unique (Rogers et
al., 2004). Récemment, une étude a présenté que I'éthanol était effectivement un facteur de
risque de I'HPE chez les individus génétiquement prédisposés. lls ont pour cela généré un
modele murin déficient pour un effecteur de la voie Shh, trés impliquée lors de la formation
du cerveau antérieur, afin d’évaluer les facteurs de risque environnementaux de I’'HPE (Bae
et al.,, 2011).

On distingue également des cas d’HPE dite syndromique lorsqu’elle est associée a
d’autres syndromes polymalformatifs dont les plus fréquemment retrouvés sont: le
syndrome de Smith-Lemli-Opitz (Weaver et al.,, 2010) et le syndrome CHARGE
(Colombomata, Heart defect, choanal Atresia, growthand/or developemental Retardation
(Lin et al., 1990)).

Des anomalies chromosomiques sont aussi identifiées dans environ 20% des cas
d’HPE. On retrouve principalement des cas d’aneuploidie ou le plus fréquemment sont
observées des trisomies 13 et 18 ainsi que des cas de triploidie (Epstein et al., 1988).

Par ailleurs, on distingue les cas d’HPE dite d’origine génétique. La cartographie des
délétions chez des patients HPE a facilité I'identification des premiers génes liés a I’'HPE. Par
la suite, des travaux de recherche ont démontré une fréquence élevée de microdélétions ou
mutations ponctuelles pour ces génes (Bendavid et al., 2006). Deux catégories de génes ont
ainsi été déterminées : les genes dits « majeurs », SHH, ZIC2, SIX3 et TGIF, que I'on retrouve
dans plus de 1% des cas d’Holoprosencéphalie diagnostiqués (Solomon et al., 2010). Parmi
ceux-ci, SHH est considéré comme le géne majeur car retrouvé dans 12% des cas. Puis les
génes mineurs tels que PTCH1, GLI2, NODAL ou FGF8, dont la fréquence d’apparition est
inférieure a 1%. Tous ces genes sont retrouvés a I'état hétérozygote (Arauz et al., 2010;
Belloni et al., 1996; Dubourg et al., 2007; Roessler et al., 1996). La majorité de ces génes est
clairement identifiée dans des processus du développement du cerveau antérieur et

appartiennent tous aux voies de signalisation précédemment décrites (Chapitre I).
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En effet, la voie Shh régule le développement du cerveau antérieur et une déficience
de Shh ou des composants de sa cascade de signalisation conduit a la formation d’"HPE (pour
revue (Briscoe and Therond, 2013)). En outre, les autres voies de signalisation vont avoir une
incidence sur I’holoprosencéphalie comme la voie Nodal. L’utilisation des modeéles vertébrés
a permis d’établir le réle normal des génes HPE et de déterminer comment leur perturbation
peut entrainer une pathologie chez ’'Homme. Les 13 genes liés a I'HPE jouent des roles
cruciaux au sein de trois grandes voies de signalisation Nodal, Shh et Fgf ou interagissent

avec elles lors du développement

4.1. La voie Shh, majeure dans d’Holoprosencéphalie

Le ligand Sonic Hedgehog (SHH), le récepteur PATCHED homologue 1 (PTCH1) et les
cofacteurs DISPATCHED (DISP), CDON et GAS1 sont nécessaires a l'activité de la voie de
signalisation Shh et ont été retrouvés dans des cas d’HPE.

Le géne SHH, situé en 7936, fut le premier géne HPE identifié. En effet, la mutation
retrouvée a I'état hétérozygote dans 5 familles multiplex a transmission dominante de I’'HPE
a rapidement confirmé son implication (Belloni et al., 1996; Roessler et al., 1996).
Aujourd’hui, une centaine de mutations uniques dans le géne SHH a été identifiée pour leur
implication dans I'HPE (Mercier et al., 2011; Roessler et al., 2009a). Il s’agit notamment
d’anomalies du cadre de lecture, de mutations non-sens et faux-sens dans des domaines
fonctionnels ou conservés.

Des anomalies dans la voie Shh sont la cause la plus fréquente d’apparition d’"HPE. En
ce sens, le gene SHH est considéré aujourd’hui comme le gene majeur de
I’'Holoprosencéphalie avec des anomalies retrouvées dans environ 12 % des cas. De fagon
surprenante, les mutations ou délétions hétérozygotes du géne SHH chez les patients
atteints sont héritées dans environ 70% des cas. Comme décrit dans les chapitres
précédents, son inactivation fonctionnelle chez la souris provoque a I'état homozygote un
phénotype HPE alors que les animaux hétérozygotes ne présentent pas d’anomalies (Chiang
et al., 1996; Hayhurst and McConnell, 2003).

Par ailleurs, la voie de signalisation Shh jouerait un roéle dans les ciliopathies,
pathologies affectant le développement du systéme nerveux central. En effet, des anomalies
de formation ou de fonctionnement de cils primaires réduisent la signalisation Shh dans le
tube neural chez la souris (Abdelhamed et al., 2013).
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Des mutations chez des patients ont également été identifiées dans le géne PTCH1
qui code pour PATCHED1 un récepteur de SHH (Ming et al., 2002). PATCHED1 est également
un inhibiteur de SMOOTHENED (SMO) responsable de I’activation des genes cibles de la voie
SHH (cf Chapitre 1.1.2.1). Plusieurs mutations PTCH1 sont liées a I’'HPE, dont deux dans le
domaine extracellulaire au niveau de la séquence interagissant avec le ligand SHH. Deux
autres mutations se trouvent dans les domaines intracellulaires qui pourraient étre
nécessaire a I'interaction entre PTCH1 et SMO.

Par ailleurs, plusieurs cofacteurs nécessaires a la signalisation Shh ont été impliqués
dans I’'HPE. Tout d’abord, le geéne DISP codant pour la protéine DISPATCHED est nécessaire a
la libération de Shh de son lieu de syntheése. Des mutations tronquantes ainsi que des
délétions ont été identifiées chez des patients porteurs de microformes (Roessler et al.,
2009a). Bien que DISP possede un patron d’expression étendu, il est enrichi dans les régions
de signalisation Shh élevée comme la plaque neurale, la notochorde et le cerveau antérieur
ventral. Chez la souris et le poisson-zébre, une perte de fonction de Disp entraine un
phénotype typique d’une carence de SHH (Caspary et al., 2002; Kawakami et al., 2002;
Nakano et al., 2004).

Ensuite des mutations du gene GAS1 ont été récemment décrites par une équipe
Brésilienne dans des cas d’HPE et deux cas ont également été répertoriés en association
avec une mutation dans le géne SHH ou ZIC2 (Pineda-Alvarez et al., 2012; Ribeiro et al.,
2010). Le géne GAS1 code pour un corécepteur de la voie Shh se liant avec PTCH1. GAS1
(Growth arrest-specific 1) a été initialement décrit pour son role dans l'arrét du cycle
cellulaire en G(0)/G(1). Cependant, notre équipe a réalisée le séquencage de GAS1 sur une
cohorte de 100 patients porteurs d’un phénotype HPE mais aucune mutation n’a pu étre
identifiée (communication personnelle).

Un autre corécepteur de SHH, CDON présente des mutations qui semblent
prédisposer a l'apparition d’une HPE. Sa liaison avec PTCH1 et GAS1 est nécessaire a
I'activation de la voie Shh (Bae et al., 2011). En combinant des facteurs environnementaux
comme la prise d’éthanol avec des mutations de Cdon chez des souris il est possible
d’augmenter la susceptibilité a I’'HPE (Hong and Krauss, 2012).

Des mutations perte de fonction de GLI2, le principal effecteur de Shh, entrainent un
phénotype d’HPE associé a des anomalies de I'hypophyse antérieure ou un hypopituitarisme

(Roessler et al., 2003).
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4.2. La voie Nodal

De la méme fagon que pour Shh, des genes de la voie Nodal ont été associés dans
guelques cas d’HPE. La présence de mutations dans des genes de la voie Nodal reste rare
chez les enfants HPE vivants (Roessler et al., 2008) indiquant que les embryons avec un
défaut sévere de signalisation Nodal ne sont probablement pas viables. En effet, le gene
NODAL est fortement impliqué dans la spécification de la plaque préchordale ou il induit
I'expression de SHH mais également dans |’établissement de |'axe antéro-postérieur de
I'embryon. Les études sur les modeles animaux suggérent que cette voie est
particulierement essentielle dans les tous premiers stades de développement (Carp, 2008).

FOXH1 (ou FAST1) code pour un facteur co-transcriptionnel capable de lier les
protéines SMAD2/4 intervenant dans la voie Nodal. Les souris mutantes pour Foxhl ne
présentent pas de plaque préchordale ni de notochorde. Leur cerveau antérieur est
séverement hypoplasique (Hoodless et al., 2001). De méme, chez le poisson-zébre, des
mutations ont été identifiées pour foxhl et provoquent la perte ou la diminution de la
plaque préchordale, causant de séveres défauts du cerveau antérieur entrant dans le spectre
HPE (Brand et al., 1996; Schier et al., 1996). Parmi les mutations de FOXH1 identifiées chez
les patients HPE certaines perturbent le domaine Forkhead de liaison a ’ADN ainsi que les
domaines d’interaction avec les protéines SMAD (Roessler et al., 2008).

TDGF1 (ou CRIPTO) est un cofacteur indispensable a la voie Nodal responsable en
autre de la mise en place de la ligne médiane et du réseau neuronal (de la Cruz et al., 2002).
Une mutation faux-sens a été identifiée chez un patient avec une microforme HPE
(hypoplasie du corps calleux) dans le domaine CFC nécessaire a la liaison de la protéine sur le
récepteur TGFP de type I. Cependant, lorsque la mutation est restaurée chez le poisson-
zébre, le protéine reste non fonctionnelle ; suggérant que la malformation observée chez le
patient serait due a une haploinsuffisance de TDGF1 (de la Cruz et al.,, 2002). Une autre
mutation chez un patient présentant une HPE semi-lobaire a été identifiée dans un domaine
nécessaire a la fixation de la protéine a la membrane cellulaire. Toutefois, chez des mutants
invalidés pour la signalisation Notch (oep), cette protéine mutée peut restaurer le
phénotype (Schier et al., 1997). Ces observations continuent de renforcer I'hypothése que
des interactions entre plusieurs déficiences génétiques et effets environnementaux sont

responsables de la variabilité de la pénétrance de I'HPE.
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4.3. SIX3 et HPE

Le gene SIX3 est localisé en 2p21 et les 4 premiéres mutations ont été publiées dans
une forme familiale d’"HPE (Wallis et al., 1999). Des mutations de SIX3 sont identifiées dans
5% des cas d’HPE (Lacbawan et al., 2009; Solomon et al., 2009). SIX3 code pour un facteur de
transcription a Homéoboite exprimé chez les mammiféres au niveau de la plague neurale
antérieure puis dans le prosencéphale. Il est homologue au géne sine oculis chez la
Drosophile impliqué dans le développement du prosencéphale et de I'ceil. Les travaux chez
la souris suggerent qu’un défaut d’interaction directe entre Six3 et la voie de signalisation de

Shh sous-tendent le développement de I’'HPE (Geng et al., 2008).

4.4.7IC2 et HPE

ZIC2 code pour un facteur de transcription a doigt de zinc, identifié en 13932.2. Ce
facteur de transcription joue un réle déterminant au cours de la régulation du
développement du cerveau antérieur comme lors de la neurulation en interagissant avec les
protéines GLI inhérentes a la voie de signalisation Shh. On retrouve des délétions ou
mutations du gene ZIC2 dans environ 9% des cas d’HPE a phénotypes sévéres, souvent
associé a des anomalies faciales mineures. De plus, il apparait que les réarrangements du
géne ZIC2 sont rarement hérités (Mercier et al., 2011; Roessler et al., 2009b; Solomon et al.,
2009). Les souris mutantes pour Zic2 présentent de sévéres malformations du cerveau
antérieur avec une forte diminution des neurones cholinergiques (Hatayama et al., 2011;

Warr et al., 2008).

4.5. TGIF et HPE

Le géne TGIF, situé en 18p11.3 implique les voies de signalisation NODAL et de I'acide
rétinoique dans I’'HPE (Powers et al., 2010). En effet, ce répresseur transcriptionnel exprimé
dans le systeme nerveux, module les genes intervenant dans la dorsalisation (Knepper et al.,
2006). Les mutations de TGIF dans les cas d’HPE s’averent le plus souvent héritées mais leur
fréquence d’apparition reste cependant assez faible (1 a 2%). Ceci pourrait étre expliqué par
la redondance fonctionnelle entre TGIF1 et TGIF2 au cours du développement du

prosencéphale (Shen and Walsh, 2005).
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Figure 17. Proposition d’un réseau de genes impliqués dans le développement du cerveau

antérieur et identifiés dans des cas d’Holoprosencéphalie.

A. La plaque préchordale est représentée par un rectangle blanc. Le carré bleu qui I’entoure
regroupe les étapes critiques identifiées dans I'apparition d’HPE alobaire. Dans le rectangle
orange sont représentés les étapes et génes retrouvés de la forme semi-lobaire de I’HPE et les
rectangles vert et gris ceux pour les formes lobaires et mineures de I’HPE. B et C. Patrons
d’expressions de genes critiques pour I’HPE aux stades E9.0 et E10.5 (Adapté de (Geng and

Oliver, 2009)).
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4.6. La voie FGF

Plus récemment, la voie de signalisation FGF a été reliée a I’'HPE via des mutations
dans le géne FGF8 (Arauz et al., 2010). L’inactivation de Fgf8 chez la souris entraine une
anomalie du diencéphale ventral et des dysfonctionnements hypothalamiques et pituitaires
(McCabe et al., 2011). Chez des souris mutantes pour la voie Wnt menant a une perte de
fonction de la B-caténine, I'expression de Fgf8 est dramatiquement diminuée au niveau de
I’ANR et de I'ectoderme facial chez les embryons associés a des défauts de développement
du prosencéphale (Wang et al.,, 2011b). Plus particulierement, la protéine FGF8 dans le
modéle murin d’HPE, joue un rdle important dans la différenciation du prosencéphale (Arauz
et al., 2010; Storm et al., 2006).

Une autre étude chez un double mutant pour les récepteurs Fgfrl'/'; FgfrZ'/',
démontre que la signalisation Fgf agit en aval de Shh et Gli3 pour spécifier les cellules

télencéphaliques (Gutin et al., 2006).

En résumé, I'ensemble de ces patients HPE conforte I'existence d’une régulation
croisée entre plusieurs voies de signalisation au cours du développement précoce du

cerveau (Figure 17).

5. Le modeéle multi-hit

A la vue du spectre phénotypique et des multiples voies de signalisation impliquées
dans I'HPE, il est suggéré que cette pathologie reléve d’un mode de transmission « multi-
hit ». Cela signifie qu’un ou plusieurs événements sont nécessaires pour provoquer
I'apparition de I'HPE. Cette hypothése est également étayée par les cas de digénismes

observés chez I'animal et chez I’'Homme.

5.1. Le digénisme chez 'Homme

L'HPE est une pathologie a expressivité variable. Il a ainsi été observé chez des
familles porteuses d’'une mutation du geéne SHH des formes séveres d’HPE mais également
des microformes ou des personnes apparentées sans symptomes HPE (Roessler et al., 1996).

On retrouve ce profil également pour les 3 autres génes majeurs. La mutation d’un gene dit
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Voies de

signalisation . .
Digenisme Hum!}re de Type d'HFE Reference
ou facteur patients
independant
PTCHT™: GLIZ™ 1 microforme Rahimov ef al., 2008
Shh Ribeiro ef al., 2010 ;
GAST™: SHH™ 1 microforme Pineda-Ahvarez et al.,
2011
Nodal TGIF: TGIF™ 1 semilobaire El-Jaick ef al., 2007
Shh / Nodal SHH™ - TGIF™ 2 semilobaires Manni ef al., 1998
SHH ™ ZIc2™ 1 semilobaire Manni et al.. 1990
- ++ ) - Wannasilp et al,
Shh / ZIC2 GLIZ2" AC2 1 semilsbaire 2011
GAST™: ZicZ™ 1 semilobaire Fineda-Alvarez et al.
2011
SIX3 / ZIC2 SIXF™: ZICE™ i semilobaire Lachawan ef al..

2008

Tableau 2. Cas de digénisme rapportés chez ’'Homme.

SIX3 ;ZIC2 I'information n’a pas pu étre obtenue.

Dans le cas du digénisme TGIF/ TGIF, les mutations sont héritées de parents hétérozygotes.
Parmi les autres doubles mutations, certaines sont héritées d’un des deux parents et la
seconde est survenue de novo. Dans le cas de ZIC2 et GLI2, les mutations sont héritées d’un
seul parent porteur des deux mutations. Dans les cas des doubles mutations SHH ;ZIC2 et
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majeur pour I'HPE n’est dont pas suffisante au développement d’un cas sévere de la
pathologie. Ceci est renforcé par I'observation de doubles mutations dans un certain
nombre de cas d’"HPE chez ’'Homme (Tableau 2).

Par exemple, une étude a montré que SIX3 était capable de se lier sur une séquence
enhancer (SBE2) de Shh. Le séquencage de cette région chez une cohorte de patients HPE a
révélé la présence d’un variant nucléotidique. Il s’avere que la présence de ce variant

augmente le risque de développer d’'une HPE (Jeong et al., 2008).

5.2. Le digénisme chez le modéle murin

Les modeles murins ont apporté de forts arguments en faveur de I’hypothése multi-
hit de I'HPE. En effet, plusieurs modéles de souris porteuses de mutations sur un seul géne
ne présentent pas de phénotype HPE alors que dans le cas de mutations hétérozygotes sur
deux genes un phénotype HPE est observé. L’haploinsuffisance de plusieurs génes semble
donc nécessaire pour l'apparition d’un phénotype HPE (pour revue (Krauss, 2007)). Il a
également été montré que I'inactivation de Gas1 provoque différents défauts du tube neural
et de la face, de facon Shh dose-dépendante (Figure 18). De méme, une inhibition totale de
deux genes HPE mineurs tels que Cdo'/';Gasl'/' apparait nécessaire pour obtenir un
phénotype HPE ce qui renforce la notion d’effet dose dans I'apparition d’un phénotype HPE
(Allen et al., 2007).

De plus, les modeles murins ont permis de mettre en évidence le fait qu’un
phénotype HPE apparait également lors de I'inactivation de génes appartenant a une méme
voie de signalisation ou pas. C'est respectivement le cas chez des doubles mutants (Nodal;
Smad2) ou des antagonistes des BMP et des génes de la voie Nodal (Chd/Nodal;
Nog/Smad3) (Anderson et al., 2002; Yang et al., 2010). Par ailleurs, chez les doubles mutants
Bmprla ;Bmprlb, on observe un phénotype HPE associé a une perte des cellules de la ligne
médiane dorsale du télencéphale qui n’est pas observée chez les mutants Shh™". Ceci
suggere que plusieurs mécanismes indépendants au cours du développement sous-tendent

I'ontogénese de I'HPE (Fernandes et al., 2007).

Dans ces études de digénisme chez la souris, il est important de prendre en compte le

fond génétique dans I'apparition du phénotype HPE. En effet, les souris Cdo + développent
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Figure 18. Défauts cranio-facial et squelettique chez des mutants Gas1 et Shh.

Les interactions génétiques entre Gas1 et Shh provoquent des anomalies cranio-faciales et
une anomalie du développement du cerveau antérieur. A-E. Vues latérales de tétes
d’embryons de souris au stade E18.5 avec un marquage du cartilage (en bleu) et des os en
(rouge). Les fléches noires indiquent les bourgeons maxillaires et les fleches blanches les
structures mandibulaires. L’os pariétal est indiqué par un astérisque. F-J. Vues frontales de
tétes d’embryons de souris au stade E10.5. Les accolades mettent en évidence la fusion
progressive des bourgeons nasaux en fonction de [linactivation de la voie Shh. K-O.
Hybridation in situ de Nkx2.1 sur des embryons de souris au stade E9.5. Les fléches indiquent
le cerveau antérieur et les astérisques désignent la glande thyroide. (Echelle 50um) (D’apreés
(Allen et al., 2007)).
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des phénotypes HPE semi-lobaire sur un fond génétique pur C57BL/6 mais seulement des
microformes sur un fond génétique mixte (Helms et al.,, 2005; Zhang et al., 2006). Des
facteurs modificateurs dus au fond génétique des individus semblent insuffisants pour
induire un phénotype HPE mais peuvent influencer la régulation des voies de signalisation

impliquées.

6. Travaux de I’équipe sur I’Holoprosencéphalie

L’équipe du Pr. Véronique David travaille depuis 1996 sur la thématique de
I'Holoprosencéphalie. Elle a mis en place un réseau européen de recueil de données
cliniques et de prélévements de patients porteurs d’HPE. A partir de ce réseau une base de

donnée informatisée a été constituée (http://webpub.chu-rennes.fr/extranetdim/holopro).

Cette cohorte est a I'origine du centre de référence de Rennes et elle contient aujourd’hui
prés de 800 proposants et leurs apparentés soit au total 1500 individus. Ce travail de
recrutement est réalisé en étroit partenariat avec I'Unité de Génétique Médicale de Rennes
et le Centre Labellisé pour les Anomalies du Développement (CLAD) dirigés par le Pr Sylvie
Odent.

Ces dernieres années des collaborations internationales regroupant des cohortes de
patients ont permis d’étudier une population d’effectif important (Dubourg et al., 2011;
Mercier et al., 2011; Roessler et al., 2009a; Solomon et al., 2010). Des corrélations génotype-
phénotype décrites précédemment par Solomon et collaborateurs en 2010 puis en 2011, ont
pu ainsi étre établies au sein de I'équipe (Mercier et al., 2011). Aujourd’hui, le diagnostic
moléculaire de I'HPE est effectué dans le laboratoire de Génétique Moléculaire du Centre
Hospitalier Universitaire de Rennes sur les genes majeurs décrits dans cette pathologie. Ceci
permet d’alimenter et de mettre a jour la base de données répertoriant les cas d’HPE.
Cependant seulement 22% des cas présentent une anomalie moléculaire caractérisée.

Différentes stratégies de recherche de nouveaux genes candidats ont donc été
adoptées par les différentes équipes travaillant sur I'Holoprosencéphalie. En effet, dans
I’équipe du Pr Muenke au NIH, un ségquencage systématique a été réalisé sur des génes
participant aux voies de signalisation déja impliquées dans I'HPE telles que les voies Shh et

Nodal (Ming et al.,, 2002). L’équipe de Rennes a plutot utilisé une approche globale pour
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Figure 19. Cartographie répertoriant les délétions et les génes impliqués dans I’HPE.

Les délétions détectées par analyse de caryotype sont représentées en kaki, les
réarrangements identifiés par MLPA sont représentés en vert. Les délétions
submicroscopiques de novo et héritées identifiés par CGH-array sont représentées en bleu.
Les génes majeurs sont en rouge et les génes mineurs en orange (Bendavid et al., 2010).
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rechercher de nouvelles bases moléculaires de I'HPE. Une premiere étude a permis
d’explorer les zones subtélomériques par la technique de MLPA (Multiplex Ligation-
dependent Probe Amplification) (Bendavid et al., 2007). Ceci a permis d’affiner les loci
subtélomériques déja répertoriés et d’identifier des réarrangements subtélomériques et
subcentromériques.

Forte des résultats obtenus par cette premiere approche I'équipe a mis en place une
étude par hybridation génomique comparative (CGH array) qui a permis de mettre en
évidence des réarrangements génomiques dans 17% des cas (Bendavid et al., 2006;
Bendavid et al., 2010). Ce travail a été réalisé sur des patients pour lesquels I'étiologie de la

maladie n’avait pas été précédemment identifiée (Figure 19).

Aujourd’hui la recherche de délétions ou mutations au niveau des principaux genes
connus sur les cohortes de patients réunis par plusieurs équipes, ne permet d’expliquer que
30% des cas d’HPE génétiques (Mercier et al., 2011). Dans le but d’élucider les 70% restants,

une recherche active de nouveaux genes candidats est effectuée au laboratoire.

7. Recherche de nouveaux génes candidats : le cas de DLL1

Dans le cadre de la recherche de nouveaux genes candidats, I’équipe a poursuivi son
étude de micro réarrangements chromosomiques par CGH-array sur une cohorte plus
étendue de 260 patients recrutés grace au centre de référence pour I’'HPE a Rennes. Ce
travail a permis de caractériser une région redondante de 2.2Mb en 6qter délétée chez 4
patients atteint d’HPE. Cette région qui comporte 14 génes a été soumise a une analyse
bioinformatique (logiciel Endeavour). Ceci a permis de déterminer le gene Delta-like 1 (DLL1)
comme le meilleur géne candidat. Ce dernier code pour un ligand de la voie de signalisation
Notch qui n’a a ce jour pas été associée a I'HPE.

Des études d’expression ont été réalisées au sein de I'équipe sur le modéle
d’embryon de poulet par hybridation in situ au cours du développement du cerveau
antérieur (Dupé et al., 2011). DII1 est exprimé du stade HH5 au stade HH9 dans le pli neural
puis au niveau de la fermeture du neuropore antérieur, du bord antérieur de la plaque
neurale (ANB) et dans le télencéphale au stade HH11. De facon trés intéressante, ce

domaine d’expression chevauche celui de Fgf8, gene impligué dans des cas d’HPE.
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Figure 20. Comparaison des expressions de DII1 et Fgf8 chez des embryons de poulet en

conditions normales et lors de I'inhibition de la voie Fgf.

A. Analyse par hybridation in situ des expressions de DIl1 et Fgf8 aux stades HH5+ et HH11+.
(a,b,) DIl1 est absent du nceud de Hensen (HN) mais exprimé dans le pli céphalique (HF). Fgf8
est absent du pli céphalique. L’astérisque marque la région antérieure du stade de pli
céphalique. (e,f) DII1 et Fgf8 sont exprimés dans le télencéphale présomptif (T). Fgf8 est
également présent au niveau du centre organisateur de I'isthme. B. Analyse par hybridation
in situ de I'expression de DII1 lors de I'inhibition de la voie Fgf par I'inhibiteur SU5402 au
stade HH12. (a) Chez des embryons de poulet contréle, DIl1 est détecté au niveau du
télencéphale ventral (T) et du mésoderme présomitique (PM). (b,c) Une forte concentration
de l'inhibiteur SU5402 (10um) provoque de séveres anomalies télencéphaliques et inhibe
I'expression de DIl1. Avec une concentration moins élevée (5um), la morphogénése du
télencéphale est moins séverement affectée mais I'expression de DIl1 reste réduite au niveau
de cette structure (Dupé et al., 2011).
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Dans un deuxiéme temps I'équipe a alors étudié l'influence de la voie FGF, déja
impliquée dans I'HPE via Fgf8, sur I'expression de DI/1 par l'utilisation d’un inhibiteur
pharmacologique (SU-5402) en culture roller. Les résultats obtenus suggérent une régulation
de I'expression de DII1 dans la région antérieure du prosencéphale par Fgf8 (Figure 20) alors
gue l'inhibition de la voie Shh n’a pas d’effet sur I'expression de DIl1.

Enfin, le séquengage du géne DLL1 sur 100 proposants de la cohorte a été réalisé.
Cette étude a permis lidentification, chez un patient porteur d’une forme semi-lobaire,
d’une délétion de 3 nucléotides concernant deux codons dans un domaine d’ubiquitination
trés conservé de la protéine. Cette mutation était héritée du pére et n’est pas retrouvée

dans une population contréle.

L’'ensemble de ces travaux a permis de proposer une implication de la voie Notch
dans I'apparition d’un phénotype HPE. Alors que la signalisation Notch est trés bien décrite
dans des processus cruciaux du développement embryonnaire comme la somitogéneése ou la
neurogenése, aucun role n’est décrit a ce jour pour la voie Notch au cours de la
différenciation de la ligne médiane antérieure. C'est pourquoi il est apparu pertinent de
caractériser les acteurs de cette voie et ses cibles lors de la mise en place du cerveau

antérieur.
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lll. La voie de signalisation Notch chez les vertébrés

Un des principaux objectifs de ma thése a été la caractérisation de I’activité de la voie
de signalisation Notch au cours du développement du cerveau antérieur. Je rappellerai donc
les principales caractéristiques de cette signalisation et plus précisément les mécanismes de

neurogenese auxquels la voie Notch participe.

La voie de signalisation Notch a été initialement caractérisée chez la Drosophile. En
cas de perte de fonction partielle, la drosophile hétérozygote pour Notch présente des
encoches (Notch en anglais) a I'extrémité des ailes. Cette voie va définir de nombreux
mécanismes d’interactions cellulaires se déroulant principalement entre cellules voisines.
Elle controle ainsi des processus cruciaux du développement comme le destin cellulaire, la
prolifération, la différenciation ou encore I'apoptose (pour revue (Artavanis-Tsakonas et al.,

1995; Artavanis-Tsakonas et al., 1999)).

1. Mécanismes moléculaires de la voie Notch

L'activité de la voie Notch repose sur l'interaction entre cellules voisines grace a un
récepteur transmembranaire NOTCH, activé par la liaison d'un ligand également
transmembranaire, DELTA/JAGGED, présent sur la cellule voisine. Une fois activé le domaine
intracellulaire du récepteur (NICD) sera transloqué jusqu’au noyau pour y jouer un réle de
facteur de transcription. Il s’associe avec plusieurs protéines pour former un complexe
régulateur de certains génes de type bHLH (Enhancer of Split), eux-mémes capables

d’inhiber la transcription d’autres genes bHLH (Achaete Scute).

1.1. Les récepteurs Notch

Chez les mammiféres on dénombre 4 récepteurs NOTCH codés par 4 genes différents
qui présentent une architecture commune. Seuls NOTCH1 et NOTCH2 sont communs aux
autres vertébrés. Ce sont des protéines transmembranaires de type |, composées d’une
partie extracellulaire et d’une partie transmembranaire.

Le fragment extracellulaire comprend un nombre variable de motifs répétés EGFL

(Epidermal Growth Factor-like) et de motifs LNR (Lin12/Notch related regions). Ces domaines
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Figure 21. Structure moléculaire des récepteurs Notch et des ligands chez les vertébrés.

NOTCH1 et NOTCH2 sont quasiment identiques en taille et partagent les mémes
caractéristiques structurales. NOTCH3 et NOTCH4 sont plus courts et ne possedent pas de
domaine TAD. JAGGED1 et JAGGED2 possédent un domaine conservé riche en cystéine (CR)
(Adapté de (Osborne and Minter, 2007)).
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sont respectivement impliqués dans [linteraction ligand-récepteur (Baron, 2003) et
I’'hétérodimérisation du récepteur ainsi que son maintien dans un état inactif (Figure 21).

Le fragment transmembranaire est composé d’un court domaine extracellulaire, d’un
domaine transmembranaire unique et d’'un domaine intracellulaire. Ce dernier est divisé en
un domaine RAM (RBP-Jk Associated Molecule) suivi de 7 motifs ankyrine (ANK), de deux
domaines de localisation nucléaire NLS (Nuclear Localisation Signal) ainsi que d’une région
PEST (Pro-Glu-Ser-Thr). Les domaines RAM et ANK vont permettre la liaison du récepteur
aux facteurs de transcription CSL (RBPJk chez les vertébrés, Su(H) chez la Drosophile, Lag-1
chez C.Elegans, RBP-Jkx chez les mammiféres). On note également un domaine
d’hétérodimérisation entre les portions extracellulaire et transmembranaire (Figure 21).

Les récepteurs NOTCH de la cellule réceptrice du signal subissent un premier clivage
dans 'appareil de Golgi par une convertase Furin-like (clivage S1) (Figure 22). Cette étape est
nécessaire a l'adressage du récepteur au niveau de la membrane grace a une fonction
chaperonne de I'enzyme pour le repliement et le transport du récepteur. Une étape de
glycosylation se produit également au sein de I'appareil de Golgi par les protéines FRINGE et
va moduler la capacité de liaison récepteur-ligand. La glycosylation du récepteur est rendue
possible par I'addition au préalable d’une molécule d’O-fucose par la O-fucosyltransférase 1
(POFUT1).

Afin de diminuer I'activation transcriptionnelle de la voie Notch, une dégradation du
NICD s’effectue au sein de la cellule réceptrice. Les protéines Mastermind (MAM) et SKIP
recrutent des protéines kinases capables de phosphoryler le NICD sur ses domaines TAD et
PEST.

La dégradation du récepteur Notch est également favorisée par la protéine NUMB-
LIKE (ou NUMB chez la Drosophile) qui est un adaptateur protéique nécessaire a
I'endocytose et agit comme un suppresseur de la voie Notch (pour revue (Cayouette and
Raff, 2002). Il permet le recrutement de Itch (E3 ubiquitine ligase itchy) (Beres et al., 2011)
et va réguler les évéenements post-endocytaires du récepteur (McGill et al.,, 2009). Il a
également été montré que NOTCH pouvait réciproquement agir sur NUMB. Par exemple lors
d’une forte activité de la voie Notch, le niveau protéique de NUMB-like dans le systeme

nerveux central d’embryon de poulet est réduit (Chapman et al., 2006).
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1.2. Les ligands de Notch : familles Delta et Serrate

Il existe une forte conservation pour les ligands de ces récepteurs entre la Drosophile
et les mammiféres. Chez ces derniers, cinqg genes différents codent pour des ligands de la
famille des protéines DSL (Delta, Serrate chez la Drosophile, Lag-2 chez C. Elegans). Deux
sous-familles se dégagent ensuite chez les mammiféres. Une premiére, de ligands
transmembranaires, avec trois variants du gene Delta décrits, codant les Delta-like 1, 3 et 4
(DLL1, DLL3, DLL4) qui contiennent chacun un domaine DSL extracellulaire et respectivement
8, 6 et 8 répétitions EGFL. Le deuxiéeme ligand de Notch est appelé SERRATE chez le
Drosophile et JAGGED1 et JAGGED2 chez les mammiferes. Ils sont également
transmembranaires et composés d’'un domaine DSL et de 16 motifs EGFL. Un troisieme
domaine semble impliqué dans les processus de dimérisation pour ces deux ligands (Figure
21).

De facon similaire aux récepteurs Notch, les ligands peuvent étre clivés par des
sécrétases dans leurs domaines juxta membranaire et transmembranaire pour libérer des
fragments intra et extra cellulaires. Ceci pourrait permettre un dialogue entre les récepteurs
et les ligands au sein de la cellule. La liaison du ligand au récepteur se réalise au niveau de la
région N-terminale du ligand grace au domaine DSL et aux deux premiéres répétitions EGFL
(Parks et al., 2006). D’autre part, les ligands DSL contiennent des résidus lysine
potentiellement cibles d’ubiquitination. Il s’agit des protéines de type MINDBOMB et/ou
NEURALIZED qui sont toutes deux des ubiquitines ligase E3 et vont permettre I'adressage
des ligands a la membrane de la cellule émettrice en facilitant leur endocytose (pour revue
(Le Bras et al., 2011)). Cependant, les molécules d’ubiquitine associées au niveau du
domaine intracellulaire des ligands DSL peuvent également conduire a leur dégradation.

L’endocytose des ligands ou leur dégradation va entrainer une absence d’adressage a
la membrane de ces ligands et donc moduler I'activité de la voie Notch. De fagon
surprenante, ces mécanismes semblent augmenter l'activité de Notch dans les cellules

voisines alors gu’elles devraient réduire I'activité du récepteur (Gupta-Rossi et al., 2004).

Le mode apparemment simple et direct de la signalisation Notch est en contradiction
avec la gquantité importante de fonctions qui lui sont attribuées. Le nombre relativement
faible de récepteurs et ligands identifiés pour cette voie suggere que la diversité du signal
pourrait provenir des formes non canoniques de la voie Notch. En effet, la voie Notch peut
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La liaison du récepteur NOTCH avec un ligand DELTA/SERRATE permet le clivage du domaine

intracellulaire NICD par la y-sécrétase. Il est transféré dans le noyau ou il forme un complexe
avec la protéine RBPJk et le co-activateur transcriptionnel MAM déclenchant la transcription

de génes cibles (D’apres http://www.abdserotec.com).
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étre activée par des ligands non canoniques ou sans clivage du récepteur. C'est le cas des
ligands DLK1/2 similaires aux ligands DLL mais dépourvus du domaine DSL qui vont agir par
compétition (Baladron et al., 2005). De plus, des formes de signalisation Notch non
canonique ne nécessitent pas les protéines CSL et impliquent alors une boucle de régulation

avec d’autres voies de signalisation comme la voie Wnt (pour revue (Heitzler, 2010).

1.3. Etape régulatrice critique : le clivage par la y-sécrétase

La liaison d’un ligand DSL sur le récepteur permet une modification du récepteur au
niveau de la région membranaire pour faciliter le clivage S2 (Figure 22). Ces deux
événements sont requis pour déclencher I'action du complexe de la y-sécrétase.

Le clivage S3 du récepteur Notch est un événement protéolytique majeur qui peut
étre régulé par de nombreuses protéines (Parks and Curtis, 2007). En effet, les quatre
protéines qui composent le complexe y-sécrétase sont nécessaires a son activité
enzymatique. Il comprend la Préséniline, la Nicastrine, I’Anterior Pharynx-Defective 1 (APH-
1) et la Presenilin enhancer 2 (PEN-2). L’activité enzymatique du complexe provient du site
actif qui est attribué a I’'hétérodimere de Préséniline. La perte de fonction de la Préséniline
chez la Drosophile provoque un phénotype similaire aux observations d’inactivation de la
voie Notch (Berezovska et al., 2000; Struhl and Greenwald, 1999), rendant compte de

I'importance du complexe de la y-sécrétase au cours de la signalisation Notch.

D’autre part, la y-sécrétase est également responsable du clivage des précurseurs de
peptides amyloides (APP). Ces molécules sont décrites pour leur implication dans la maladie
d’Alzheimer ce qui en fait des cibles thérapeutiques importantes. En ce sens, de nombreux
inhibiteurs de la y-sécrétase ont été développés pour lesquels des réponses différentes ont
été observées. Par exemple, le composant E va bloquer de fagon sélective la production des
APP mais va avoir un effet limité sur le clivage du NICD (Seiffert et al., 2000). L'inhibiteur
MW163 va lui inhiber la production des APP et du NICD de facon dose-dépendante (Wolfe et
al., 1998).

Le DAPT (N-[N-(3,5-Difluorophenacetyl)-L-alanyl]-S-phenylglycine t-butyl ester) est
guant a lui un analogue a état non transitoire capable de se lier de fagon sélective a la forme

active de la y-sécrétase (Dovey et al., 2001). Il agirait par blocage du mouvement du substrat
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ou sur son processus de repliement par une modification de la conformation de la y-
sécrétase (Morohashi et al., 2006; Tomita et al., 2006). De plus, des défauts similaires a ceux
observés chez des mutants Notch sont décrits chez le poisson-zébre ou I'embryon de poulet.
Par exemple, le processus de sélection des neuroblastes ou la somitogénése vont étre
affectés (Geling et al., 2002; Nelson et al., 2007). De méme, le DAPT utilisé au niveau de la
notochorde et du plancher neural, inhibe la voie Notch et va perturber le choix de destin des
cellules progénitrices de ces deux structures (Dale and Maroto, 2003; Gray and Dale, 2010).
C’est ce composé que nous avons choisi d’utiliser au sein de I’équipe pour inactiver la voie

Notch.
1.4. La translocation du NICD et activation des effecteurs

L'interaction ligand-récepteur favorise I'accés d’'une métalloprotéase (ADAM/TACE) a
un site de clivage juxta membranaire (clivage S2) situé dans le domaine extracellulaire du
récepteur (Brou et al., 2000; Jarriault and Greenwald, 2005). Ce clivage est indispensable
pour que le clivage S3 intervienne grace a I'action du complexe de laBly-sécrétase qui libére
le NICD dans le cytoplasme (Tagami et al., 2008). Le NICD migre ensuite jusqu’au noyau ou il
interagit avec RBPJk (Recombination signal sequence-binding protein jk) précédemment
appelé CBF-1 (C-promoter binding factor-1) (Figure 22).

RBPJk forme un complexe avec des répresseurs transcriptionnels et des histone déacétylases
(HDACGs) qui favorise I'inhibition de génes cibles. L'entrée du NICD dans ce complexe déplace
des co-répresseurs et permet le recrutement de I'activateur transcriptionnel MAM (Figure
22). Associé a un co-activateur, ce nouveau complexe permet la transcription des genes
cibles incluant la famille Hes (hairy enhancer of split) et la famille Herp/Hey (Hes related
protein) appartenant aux facteurs de transcription de la famille bHLH (basic helix-loop-helix).

Ces facteurs sont des cibles directes de la voie Notch. Ainsi, leur expression est un
marqueur adapté au suivi des cellules exprimant la voie Notch (Iso et al., 2003). Bien que la
famille des répresseurs Hes/Hey représente un groupe important de genes cible de la voie
Notch, les sites de liaison CSL sont présents dans un certain nombre d’autres promoteurs.
Une liste croissante de génes cibles directement régulés positivement par la voie Notch a été
identifiée. Par exemple, les génes de |'a-actine (Noseda et al., 2006), Erbb2 (Patten et al.,
2006), Gfap (Glial fibrillary acidic protein) (Ge et al., 2002), Gata2 (Robert-Moreno et al.,
2005) ou pour Nrarp (Pirot et al., 2004).
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1.5. Les facteurs de transcription Hes/Hey, cibles directes de la voie Notch

Chez les mammiféres on dénombre 7 membres de la famille HES (HES1-7) et trois
membres de la famille HERP (HEY1, HEY2 ET HEYL) connus pour étre principalement des
répresseurs transcriptionnels. Ce sont les cibles directes de la voie Notch les mieux
caractérisées et sont particulierement connues pour inhiber la neurogenése. En effet, en
réponse a une signalisation Notch, ces facteurs de transcription vont réprimer I'expression
de génes de neurogenése tels que le complexe achaete-scute (a-sc) chez la Drosophile et ses
homologues chez les vertébrés Ascl et Neurog. lls régulent ainsi la maintenance des cellules

indifférenciées (pour revue (Latasa et al., 2009)).

Les facteurs de transcriptions HES forment des homodiméres au niveau de leur
région HLH et se lient au niveau des promoteurs sur des séquences de régulation appelées
N-box de séquence CACNAG et les sites de classes C CACG(C/A)G. De plus, comme d’autres
facteurs bHLH (cf. 11.3.1. Les geénes proneuraux) ils sont capables de se lier sur les E box
(enhancer box) de séquence CANNTG avec une moindre affinité.

A coté de leur activité de répresseurs, certains de ces facteurs pourront avoir une
action modulatrice positive sur d’autres génes Hes. Par exemple, il peut s’agir d’une action
sur Hes6 (Koyano-Nakagawa et al.,, 2000). D’autres vont posséder une activité
autorégulatrice comme Hes1 et Hes7 ce qui leur confere une activité oscillatoire (Hirata et
al., 2002; Nakagawa et al., 2000; Sakamoto et al., 2003; Satow et al., 2001). De plus, il peut
exister des régulations négatives entre ces facteurs de transcription comme entre Hes5 et
Hes6 au sein de la moelle épiniere chez I'embryon de poulet (Fior and Henrique, 2005).
Cependant les facteurs HES restent des effecteurs essentiels a I’activation de la voie de
signalisation Notch. En effet, en absence par exemple d’Hes1 et Hes5, I'activité de la voie
Notch est fortement diminuée dans le systeme nerveux central d’embryon de souris

(Kageyama and Ohtsuka, 1999).

Les génes Hey ont tout d’abord été fortement impliqués au cours du développement
cardiovasculaire. Cependant, il apparait qu’ils possédent une activité au cours de la
neurogenése car chez les mutants Hes, une part du développement neural subsiste. De plus,

les facteurs HEY peuvent former des hétérodimeéres avec les protéines HES agissant ainsi de
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facon synergique bien qu’ils recrutent des cofacteurs différents (Iso et al., 2001). Ces
hétérodiméres vont plutot se fixer sur des sites de classe C alors que les homodimeres des
facteurs HEY reconnaissent aussi les E box (pour revue (Fischer and Gessler, 2003; Fischer et

al., 2004)).

2. La voie Notch au cours de la neurogenése chez les vertébrés

Des genes homologues a ceux impliqués dans la signalisation Notch ont maintenant
été identifiés dans presque tous les métazoaires. L'analyse de leur fonction dans des
systémes modeles vertébrés comme le poulet, le poisson-zebre, la souris et le rat a
démontré une conservation de la voie Notch dans la neurogenése chez les vertébrés (pour

revue (de la Pompa et al., 1997; Lewis, 1996)).

Au cours du développement embryonnaire, la neurogenése permet la production
d’un grand nombre de types cellulaires a des positions et des temps définis ainsi qu’en
nombre approprié. Ces processus demandent une régulation fine et une coordination des
mécanismes tels que la division cellulaire, la différenciation neuronale, la spécification
neuronale et la migration. Chez la Drosophile, les étapes essentielles de la neurogenése ont
été largement étudiées et ont montré que la voie Notch était cruciale au bon déroulement
de la neurogenése. Chez les vertébrés, la voie Notch est également essentielle a la
neurogenése dans le télencéphale, la moelle épiniére ainsi que dans de nombreux domaines

sensoriels comme I'épithélium olfactif, I'oreille interne, I'ceil et la rétine.

2.1. Mécanisme cellulaire de la neurogeneése

Le mécanisme de neurogenese primaire se met en place dans le tube neural (qui
donnera le cerveau et la moelle épiniére) et les cellules de crétes neurales (qui donneront les
placodes sensorielles), permettant de générer les systémes nerveux central et périphérique.
Le neuroépithélium du tube neural donne naissance aux neurones et a la glie, et les cellules
de crétes neurales vont former des neurones, des cellules gliales et des mélanocytes.

Plus précisément, c’est au sein de territoires neurogéniques que différentes populations de
neurones vont étre déterminées au cours du développement du cerveau antérieur. Elles

dérivent de cellules progénitrices grace a des mécanismes de division cellulaire sous
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Figure 23. Neurogeneése au sein du cerveau antérieur en développement.
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Plague corticale

Les cellules souches neurales (CSN) de la zone ventriculaire du cerveau antérieur subissent
des changements morphologiques pour devenir des cellules neuroépithéliales (CNE). Ces
cellules progénitrices vont se diviser de fagon symétrique au sein de la zone ventriculaire pour
constituer un groupe de cellules neurales post-mitotiques. La division asymétrique précoce
donne lieu a une CN post-mitotique et a un neurone immature. C’est ensuite lors de sa
migration hors de la zone ventriculaire (ZV) que le neurone devient mature. Les divisions
asymétriques tardives donnent lieu également a une CN post-mitotique et a un progéniteur
neural intermédiaire (PNI). Ce dernier va migrer hors dans la zone sous ventriculaire (SVZ)
pour donner également par division asymétrique un PNI| et un neurone mature. Cette
capacité d’auto renouvellement permet d’augmenter par la suite considérablement le
nombre de neurones.
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I'influence de la voie de signalisation Notch. Cependant, les régulations moléculaires
nécessaires a la détermination d’un lignage cellulaire et a la détermination d’une population
neuronale sont encore peu décrites.

Chez les vertébrés, une cellule souche neurale (CSN) correspond a un progéniteur
indifférencié et multipotent capable d’auto renouvellement (Figure 23). Des changements
morphologiques de ces CSN vont produire des cellules neuroépithéliales (CNE). Ces cellules
proliferent et donnent des cellules neurales post-mitotiques. Ces derniéres peuvent alors se
différencier en neurones immatures ou progéniteurs neuraux intermédiaires (PNI). Par
migration, les neurones deviennent matures et les PNI par division asymétrique se
renouvellent et proliferent pour donner un nombre important de neurones (Figure 23).
Apres la production des neurones au cours du développement du cerveau, les cellules
souches neurales vont se différencier en astrocytes, oligodendrocytes ou cellules

épendymaires.

2.2. La voie Notch et le développement du SNC dans le modéle murin

Les études de phénotype de souris mutantes pour des effecteurs de la voie de
signalisation Notch ont principalement montré leur importance dans la segmentation de
I’'embryon et la somitogénese. Pour les embryons homozygotes mutants de Notchl (Conlon
et al., 1995), RBPJk (Oka et al., 1995) et DI//1 (Hrabe de Angelis et al., 1997), les effets au
niveau du développement du cerveau antérieur et de la neurogenese sont difficilement
observables en raison de la |étalité embryonnaire précoce de ces embryons. Les embryons
meurent entre les stades E9.5 et E11.5 correspondant au début de la phase neurogénique.

Cependant, les travaux de de la Pompa (de la Pompa et al., 1997) ont tout de méme
démontré un réle de Notchl et RBPJk dans la neurogenése chez les mammiféres. En effet,
les mutations de Notchl et RBPJk entrainent l'inhibition de I'expression d’Hes5 et vont
favoriser la neurogenése. De plus le phénotype chez le mutant RBPJk est plus sévere que
chez le mutant Notchl, suggérant une redondance fonctionnelle des récepteurs Notch au
cours de la neurogenése. Une autre étude a montré que Notchl maintenait les précurseurs
neuraux dans un état indifférencié au sein du neuroépithélium et contrélait leur
différenciation entre E10 et E12.5 (Lutolf et al.,, 2002; Stump et al., 2002). Les souris

mutantes pour les génes de la voie Notch ont contribué a définir I'implication de la voie de
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Géne(s) Phénotypes

Références

A. Acteurs de la voie de signalisation Notch

Notchl Différenciation neuronale précoce. Hes5M, DII1A ,Ascl1 A, NeuroDA
Délétion des progéniteurs neuraux; Délétion télencéphalique
Perturbation neurogenése précoce a E12.5 dans ZSV

Notch2 Mort cellulaire neurale étendue a E9.5 et létalité a E11.5
Notch3 Perturbation neurogenése tardive. Hes5M, Ascl1 A, NeuroD#A
RBPIk Hypoplasie du tube neural et du cerveau

Différenciation neuronale précoce. Hes5M, DII1A ,Ascl1 A, NeuroDA

PS1 Différenciation neuronale précoce. Hes5 N, DIILA
Neurogenese diminuée a E14.5 et perte neuronale massive a E16.5

PS1, PS2 Désorganisation du tube neural, absence de Hes5, DII1 A
Neurodégénération
Dil1 Défauts nceud de Hensen et ligne médiane, différenciation neurcnale excessive

Production de neurones précoces dans le télencéphale, Hes53

Hes1 Accélération de la neurogenese, Hes5 A, Ascl1 A
Défauts de neurulation et différenciation précoce des progéniteurs neuraux
Augmentation cellules ciliées de 'oreille interne

Hes5 Différenciation neurale précoce au niveau du télencéphale, Neurog2 A
Diminution cellules gliales de Muller dans la rétine
Augmentation des cellules de soutiens de I'oreille interne
Augmentation expression de la myéline

Hes1, Hes5 Différenciation neurale précoce au niveau du télencéphale, Neurog2 &
Accentuation du phénotype Hes1-/-
Défauts nerfs craniaux et spinaux

Hes1, Hes3 Différenciation neuronale prématurée
Défauts de formation du cerveau moyen et postérieur

Hesl1, Hes3, Hes5 Formation des cellules neuroépithéliales a EB sans maintien de la population,
Différenciation neurale prématurée

B. Génes proneuraux

De la Pompa et al., 1997; Lutolf et al., 2002
Xang et al., 2004; Yoon and Gaiano, 2005;
Mason et al., 2005

Hamada et al., 1999
Mason et al., 2005
Oka et al., 1995

De la Pompa et al., 1997

Handler et al., 2000
Shen et al., 1997

Donoviel et al.,1999;
Saura et al., 2004; Herreman et al., 1999

Hrabe de Angelis et al., 1997; Przemeck et al.,
2002; Yun et al., 2002; Grandbarbe et al., 2003

Ishibashi et al., 1995; Lee et al., 2005; Cau et al.,
2000; Nakamura et al., 2000; Zine et al., 2001

Imayoshi et al., 2008; Hojo et al., 2000; Cai et
al., 2000; Inoue et al., 2002; Zine et al., 2001;
Liu et al., 2006

Imayoshi et al., 2008
Ohtsuka et al., 1999 et 2001
Hatakeyama et al., 2006

Hirata et al., 2001

Imayoshi et al., 2008
Hatakeyama et al., 2004

Ascll Défauts des éminences ganglionnaires du télencéphale
Diminution de la division des précurseurs neuraux
Neurogenése retardée dans les ganglions et lente accumulation

Neurog1 Elimination des ganglions craniaux, NeuroDM, NeuroD4 N
Au niveau du télencéphale dorsal Ascll &

Neurog2 Défauts de différenciation neuronale au niveau de la rétine et de la moelle épiniére
Elimination des ganglions craniaux, NeuroDM, NeuroD4 M, DII1N
Diminution du nombre de neurones dopaminergiques et glutaminergiques

Ascl1, Neurogl Absence d’expression de DII1, Hes5
Défauts de génération des neurones sensoriels olfactifs

Ascll,Neurog2 Blocage de la différenciation neuronale, Augmentation du nombre de cellules gliales
Dli3 N

Perte totale des neurones dopaminergiques
Ascl1, NeuroD4 Blocage de la différenciation neuronale, Augmentation du nombre de cellules gliales
Neurog1,Neurog2 Diminution des populations neuronales, Défauts de migration neuronale et guidage
axonal, Diminution du nombre de neurones glutaminergiques, Ascll 2

NeuroD Différenciation neurale anormale , Défauts du cerebellum et de I'hyppocampe
Dérégulation du cycle cellulaire au niveau de I'épithélium entérique

Guillemot et al_, 1993

Pattyn et al., 2006

Ma et al., 1998
Fode et al., 2000

Fode et al., 1998
Mattar et al., 2004
Kele et al., 2006

Cau et al., 2002

Nieto et al., 2001
Casarosa et al., 1999
Kele et al, 2006

Tomita et al., 2000
Ma et al., 1996, Fode et al., 2000
Sugimori et al., 2007; Mattar et al., 2004

Liu et al., 2000; Myata et al, 1999
Mutoh et al., 1998

Tableau 3. Bréve description des phénotypes au niveau du systéme nerveux central chez

des souris mutantes pour les principaux génes de la voie Notch (A) et les principaux

geénes proneuraux (B).
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signalisation Notch dans la neurogenese chez les vertébrés (Tableau 3A). L'inactivation des
genes proneuraux, principales cibles des facteurs HES/HEY, donne des embryons viables et a
permis d’observer des défauts de neurogenése (pour revue (Bertrand et al., 2002; Castro
and Guillemot, 2011; Powell and Jarman, 2008; Wullimann, 2009). L'’ensemble de ces études
a permis de mettre en évidence la boucle de régulation entre les acteurs de la voie Notch et

les génes proneuraux.

3. Role des facteurs de transcription de type bHLH dans la neurogenése

Les premieres étapes de spécification et différenciation des précurseurs neuraux ont
été tres étudiées chez plusieurs modeles et dans plusieurs tissus neurogéniques comme la
moelle épiniere (Tanabe and Jessell, 1996), les crétes neurales (Anderson et al., 1997), la
rétine (Cepko et al., 1996) ou I'épithélium olfactif (Cau et al., 2000). Ces études ont permis
d’identifier des geénes spécifiques codant pour des facteurs de transcription a action

antagoniste qui sont nécessaires a la mise en place des différentes populations neuronales.

3.1. Les génes proneuraux

Malgré la complexité du systeme nerveux central et une diversité neuronale
importante, les vertébrés utilisent les mémes mécanismes que la Drosophile au cours de la
neurogenése. Dans ce sens, une catégorie particuliere de génes bHLH a d’abord été
identifiée chez la Drosophile pour laquelle une perte de fonction entraine I'absence de
certains types de neurones (Jimenez and Campos-Ortega, 1990). Ce sont les génes
proneuraux. Ces facteurs de transcription controlent les différentes étapes de la
neurogenese, comme la spécification d’une cellule indifférenciée vers les lignées neuronales
et la sortie du cycle cellulaire. lls activent également I'expression de génes plus tardifs pour
I’'accomplissement de la phase de différenciation.

Deux familles de geénes proneuraux ont été identifiés chez la Drosophile et sont
conservés chez les vertébrés : achaete-scute (asc) et atonal (ato) (Johnson et al., 1990). La
famille asc-like chez les vertébrés compte 4 membres présents dans toutes les especes
analysées jusqu’ici : Ascll chez le poisson-zébre (Zash1), le xénope (Xash1), le poulet (Cash1)

et la souris (Mash1) et trois autres, chacun spécifique d’une espéce de vertébrés, Xash3 chez
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Figure 24. Les génes proneuraux

A. Dendrogramme représentant les différentes familles de protéines bHLH chez les
invertébrés (en bleu) et chez les vertébrés (en rouge). Les protéines sont regroupées en
famille selon la similarité de séquence de leur domaine bHLH. B. Séquences consensus des E-
box présentent sur les promoteurs des génes cibles des différents familles de facteurs
neuraux bHLH. Les bases communes reconnues par 'ensemble des génes proneuraux sont
indiquées en gras. C’est au niveau des bases des deux positions centrales ou adjacentes que
se fait la différence de reconnaissance entre les familles de proneuraux (Adapté de (Bertrand
etal., 2002)).
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le xénope, Cash4 chez le poulet et Mash2 chez les mammiféres. Les génes appartenant a la
famille ato peuvent étre sous divisés en 2 familles selon leurs domaines basiques : les
Neurogénines (Neurogl et Neurog2); les homologues d’ato (Atohl, Atoh7) (Ben-Arie et al.,

2000; Hassan et al., 2000) (Figure24A).

L’activité proneurale est trés clairement définie pour les génes Ascll, Neurogl et
Neurog2 qui agissent de facon homologue aux génes proneuraux de la Drosophile. Ils sont
principalement responsables de la sélection des progéniteurs neuraux ainsi que de la
spécification de leur identité. Dans le cas d’une perte de fonction des génes ac-sc ou ato, on
observe une absence de certains type de neurones sensoriels chez la Drosophile et de sous-
types neuronaux chez les vertébrés (Bertrand et al., 2002; Campos-Ortega, 1998). D'autres
génes proneuraux ont été ensuite identifiés d’apres leurs propriétés biochimiques et

structurelles. lls sont pour la plupart exprimés dans le systeme nerveux en développement.

Afin d’activer la transcription de génes cibles, les protéines proneurales
s’hétérodimérisent entre elles ou avec d’autres facteurs bHLH ubiquitaires, les E-protéines.
La séquence de liaison a I’ADN est appelée E-box et est présente sur les promoteurs des
génes cibles. Bien que les facteurs bHLH appartiennent a différentes familles, ils peuvent
reconnaitre I’hexamere commun CANNTG et vont se différencier au niveau de Ia
reconnaissance des deux bases centrales et de celles des positions adjacentes (Figure 24B).
Parmi les génes cibles des protéines proneurales, on distingue d’autres genes
structurellement trés proches des proneuraux, au sein des neurones en différenciation
comme les genes de la famille NeuroD (Figure 25A) (Cau et al.,, 1997; Ma et al., 1996;
Sommer et al., 1996). Ces derniers vont étre requis pour la détermination des neurones et
leur engagement dans un lignage cellulaire (Liu et al., 2000; Miyata et al., 1999). L’activité
des génes de la famille NeuroD est située en aval des génes proneuraux comme leurs

homologues chez la Drosophile et cette activation semble étre directe (Huang et al., 2000).

L'analyse des phénotypes du systéme nerveux central chez des mutants des genes

proneuraux a démontré leur role dans I'établissement de populations neuronales

spécifiques ainsi que des structures du cerveau antérieur qui en découlent.
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Par exemple, chez les mutants pour les génes Neurogl et Neurog2, une absence des
neurones des ganglions craniaux ou des neurones dopaminergiques est observée (Tableau
3B ; (Kele et al., 2006; Ma et al., 1998)). Cependant, leur activité proneurale et leur role dans

la sélection des progéniteurs neuraux ne sont pas toujours déterminés (Tableau 3B).

3.2. La détermination neurale liée aux génes proneuraux

Plusieurs lignages cellulaires ont été utilisés pour déterminer le role des genes
proneuraux au cours de la neurogenése. Un des plus étudiés est I'épithélium olfactif. Il est
considéré comme un épithélium sensoriel simple car composé de deux populations de
cellules progénitrices : les cellules neuroépithéliales qui se divisent en apical et une autre
catégorie cellulaire qui se divisent en basal avant de se différencier en neurones sensoriels
olfactifs (NSO) (Caggiano et al.,, 1994). Cela a permis de définir une séquence temporelle
d’expression des genes bHLH au cours de la détermination neurale. Les souris mutantes pour
Ascl1l ne sont pas capables de générer les progéniteurs olfactifs et donc les NSO et vont
également présenter d’autres défauts neurogéniques (Murray et al., 2003). Au contraire, les
mutants pour Neurogl montrent une différenciation des progéniteurs neuraux bloquée au
sein de I'épithélium olfactif (Cau et al.,, 2002). L'étude de ces animaux transgéniques a
permis de montrer |'existence d’une cascade unidirectionnelle (Ascl1 puis Neurogl puis

NeuroD1) conduisant a la différenciation des NSO (Cau et al., 2002).

Les mémes observations sont également rapportées au sein d’autres territoires
neurogéniques ou des combinaisons et cascades d’activation de genes proneuraux
permettent la détermination de populations neuronales spécifiques. Par exemple, dans le
télencéphale ventral, les cellules de la zone ventriculaire (ZV) et les cellules progénitrices de
la zone sous-ventriculaire (ZSV) vont permettre la production de neurones. Elles sont
localisées dans les ventricules latéraux du télencéphale au niveau de deux élévations qui
sont appelées éminence ganglionnaire latérale (EGL) et éminence ganglionnaire médiale
(EGM) (cf : Figure 9). Au niveau de la génération des précurseurs ZSV de I'EGM chez des
souris mutantes pour Ascl/l, des défauts de neurogenese du télencéphale ventral sont
observés. Ascl1 serait impliqué dans la spécification des précurseurs mais également dans
leur timing de génération au sein du télencéphale ventral (Casarosa et al., 1999). Ascl/1
détermine le destin des progéniteurs neuraux du télencéphale ventral chez la souris et est
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également requis pour la différenciation des interneurones GABAergiques qui est la
population neuronale principale du télencéphale. De leur c6té, Neurogl et Neurog2 sont
exprimés au niveau des progéniteurs dorsaux et Neurog2 est requis pour la différenciation
des neurones a projections glutaminergique dans le cortex cérébral (Schuurmans et al.,
2004). De fagon similaire, une cascade d’activation existe entre les proneuraux NEUROG1 et
NEUROG2 qui activent Neurod4 et NeuroD1 au niveau des neurones craniaux sensoriels
(Fode et al., 1998; Ma et al., 1998). Au sein des progéniteurs neuraux rétiniens d’embryons
de souris, ce sont des combinaisons similaires d’expression de génes proneuraux qui
permettent la mise en place des différents lignages neuronaux rétiniens (pour revue (Bassett

and Wallace, 2012).

Afin d’obtenir ces différentes populations neuronales, les génes proneuraux
possédent une caractéristique principale. lls peuvent restreindre leur propre activité dans les
cellules adjacentes a une cellule progénitrice ciblée. L’expression de ces derniers procure
donc a la cellule un potentiel neural qui est nécessaire et suffisant pour la formation des
progéniteurs neuraux (Bertrand et al., 2002).

Cependant, plusieurs études montrent que le contréle des progéniteurs neuraux par
les génes proneuraux se ferait en deux étapes. Une premiere phase réversible de sélection
des précurseurs neuraux implique une activité faible des génes proneuraux, puis une
deuxieme phase irréversible prend place avec de tres hauts niveaux d’expression ou
d’activité des proneuraux. Ceci permet alors aux précurseurs de s’engager dans une destin
neural définitif (Bertrand et al., 2002; Culi and Modolell, 1998; Kintner, 2002; Latasa et al.,
2009).

Les genes proneuraux sont donc régulés par un mécanisme sophistiqué dont la voie
Notch s’avére étre le principal composant. Elle agit de facon répressive sur les génes

proneuraux par I'intermédiaire de ses effecteurs, les génes de la famille Hes/Hey.

3.3. Antagonisme entre les facteurs de transcription bHLH proneuraux et

Hes/Hey

Au sein des groupes de cellules progénitrices, les genes proneuraux apparaissent
sous la régulation de répresseurs transcriptionnels, identifiés également comme des facteurs
bHLH et cibles directes de la voie de signalisation Notch : Hes/Hey. Ces génes sont
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Figure 25. Représentation simplifiée de la boucle de régulation entre les facteurs bHLH

Dans le modéle de régulation de la neurogenése par la voie Notch, la liaison entre le ligand
Delta et son récepteur Notch, entre deux cellules voisines, provoque un signal inhibiteur qui
est traduit au noyau via I’activation des facteurs Hes/Hey. Ces derniers vont alors réprimer la
transcription des génes proneuraux Ascll/Neurogl/2. Dans un second temps, les géenes tels
que DII1 et Hes6 sont alors réprimés dans la cellule de droite de fagon transitoire en raison
des boucles de régulation positive et négative qui se mettent en place.
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considérés comme anti-neuraux. En effet, l'inactivation de ces génes provoque une
différenciation accélérée des progéniteurs neuraux. Ceci suggere qu’ils exercent une action
inhibitrice sur la phase de différenciation en réprimant directement ou indirectement
I’expression des genes de spécification neuronale.

Au cours de la neurogenése, ils jouent donc un réle de maintien de progéniteurs
neuraux et d’inhibition de la détermination neurale. En effet, il a été démontré qu’en
absence de Hesl, Hes3 et Hes5, les cellules neuroépithéliales se différencient
prématurément en neurones dans la moelle épiniere de I'embryon (Hatakeyama et al.,
2004). Cependant, ces études ont montré qu’il existait une forte redondance entre les
facteurs Hes, ce qui permet d’atténuer les phénotypes neurogéniques. L'obtention de
mutant a montré que ces génes exercaient de trés nombreuses fonctions au cours du
développement embryonnaire, qui ne sont pas restreintes au développement du systeme
nerveux (Ishibashi et al., 1995; Kageyama et al., 2007; Ohtsuka et al., 1999).

Ces répresseurs vont inhiber I'activité des protéines proneurales en se fixant sur les
promoteurs des génes mais ils sont aussi capables d’interférer dans la formation des
hétérodimeres entre les protéines proneurales et les E-protéines (Davis and Turner, 2001;
Kageyama et al., 1995; Van Doren et al., 1994). Par exemple, au sein de tissus sensoriels
comme |'épithélium olfactif, Hes1 et Hes5 vont contréler la différenciation neuronale par
répression transcriptionelle de genes proneuraux comme Ascl1 (Cau et al., 2000) de la méme
facon que Heyl et Hey2 interférent par le controle d’Ascl1 et Neurod4 (Iso et al., 2001;
Sakamoto et al., 2003; Steidl et al., 2000). Inversement, il a récemment été montré que la
protéine HEYL, au sein de culture de progéniteurs neuraux, induirait la différenciation
neuronale par activation des genes proneuraux et répression des autres facteurs des familles
Hes/Hey (Jalali et al., 2011).

D’autre part, les génes proneuraux peuvent initier des boucles de régulation positive
permettant d’augmenter leur niveau d’activation ou de le maintenir. Pour cela ils induisent
I’expression de geénes comme Hes6 qui va agir au niveau post-transcriptionel sur Ascl1 et les
Neurogénines (Figure 25) (Bae et al., 2011; Nakagawa et al., 2000).

Cet antagonisme entre les facteurs bHLH et la capacité des proneuraux a restreindre
le potentiel neural a une cellule isolée est un mécanisme qui permet la mise en place d’'un

mode d’action de la voie de signalisation Notch appelé inhibition latérale.
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3.4. Les protéines Id

La formation de I'hétérodimere de protéines proneurales et protéine E est une
condition préalable a la liaison a I'’ADN. Un autre mécanisme de régulation des facteurs
proneuraux provient de la compétition lors de la dimérisation. Les génes de la famille des Id
(macrochaetae) codent pour des protéines composées du domaine HLH mais dépourvues du
motif de liaison a I’ADN. Les hétérodimeéres entre protéines E et Id ne seront pas capables de
lier ADN et inhiberont indirectement I'activité proneurale par séquestration des protéines E
(Cabrera and Alonso, 1991; Yokota et al., 2001). Quatre genes Id sont identifiés chez la souris
et présentent un patron d’expression chevauchant et une certaine redondance fonctionnelle
(Yokota, 2001). En effet, un double mutant /d2 ;/d3 conduit a une différenciation prématurée
des neurones en raison de |'activation précoce des genes proneuraux au sein des
précurseurs neuronaux (Lyden et al., 1999). Inversement, une expression forcée de I/d4

bloque la neurogenése chez le Xénope (Liu and Harland, 2003).

4. L’inhibition latérale

La voie Notch joue un réle décisif dans les processus de différenciation des types
cellulaires du systeme nerveux. En effet, les neurones exprimant les ligands DSL empéchent
transitoirement la différenciation des précurseurs voisins et ralentissent leur engagement
dans la neurogenese. En cas d’une perte de fonction Notch, toutes les cellules du groupe de
progéniteurs équipotents vont exprimer les genes proneuraux et se spécifier en cellules
neurales. On parle de phénotype neurogénique. Inversement lors d’une activation
constitutive de la voie Notch, le groupe cellulaire initial va acquérir un destin épidermique
par défaut. Ce mécanisme d’action de la voie Notch a été bien étudié et est appelé inhibition

latérale.

4.1. Mode d’action de la voie Notch par inhibition latérale

Le mode d’action a initialement été décrit chez le Drosophile au cours de la
séparation des lignages de progéniteurs neuraux (neuroblastes) et de progéniteurs de

I’épiderme (épidermoblastes) (Greenwald and Rubin, 1992; Heitzler and Simpson, 1991).
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A Sauvage

Cluster proneural Détermination neurale Différentiation neurale

B Mutant pour la voie Delta/Notch

Figure 26. Représentation schématique du mécanisme d’inhibition latérale.

A. Au sein d’un groupe de cellule exprimant des génes proneuraux (cluster, en bleu) une
cellule va se différencier en neurone (violet). Au cours de la détermination neurale, la cellule
isolée exprime les ligands Delta pour activer la voie Notch dans les cellules voisines et y
inhiber I’expression des proneuraux (bleu ciel). B. Lors de I'inactivation de la voie Notch chez
des mutants, toutes les cellules du cluster proneural vont se différencier en neurones.
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L'inhibition latérale repose sur une autorégulation qui déséquilibre I'expression des ligands
et récepteurs entre cellules voisines. La ou la voie Notch sera suractivée, |'expression des
ligands sera diminuée et réciproquement. Ce phénomene est trés présent au cours de la
neurogenése de la méme fagon chez la Drosophile que chez les vertébrés. Il permet d’établir

un choix binaire via I'inhibition d’un programme de différenciation.

Au sein des différents territoires sensoriels en développement, I'inhibition latérale
semble permettre la production de lignages cellulaires spécifiques. Chez les mammiferes, le
poulet et le poisson-zébre, les neurones otiques se différencient par mécanisme d’inhibition
latérale (pour revue (Neves et al., 2013)). En effet, une cellule isolée au niveau des
progéniteurs neuraux va exprimer les génes proneuraux ainsi que D//1. Une variation des
niveaux d’expression de ces génes va permettre d’activer la signalisation Notch au sein des
cellules voisines. Ainsi, les facteurs bHLH des familles HES/HEY vont étre activés dans ces
dernieres et donc y inhiber les genes proneuraux et les genes des ligands DSL. Ces cellules
reviennent a un état indifférencié ou deviennent des cellules de soutien alors que la cellule
isolée adopte un destin neural. Le patron d’expression des récepteurs et des ligands de la
voie Notch est alors qualifié de « poivre et sel » (Figure 26).

Au niveau de la placode olfactive chez le poulet, les génes Hes sont actifs avant le
mécanisme d’inhibition latérale afin de définir le domaine de neurogenése. Ensuite, leur
activité répressive sur les génes proneuraux va prendre place pour controler le nombre de
progéniteurs neuraux émergeant de ce domaine. En plus de son action par l'inhibition
latérale, la voie Notch est donc nécessaire en amont a la maintenance des cellules

progénitrices de la placode olfactive (Maier et al., 2011; Schwarting et al., 2007).

4.2. Cibles des génes proneuraux

4.2.1. La voie Notch

L'activation des ligands de la voie Notch va donc constituer un élément clé du
processus d’inhibition latérale. Chez |la Drosophile comme chez les vertébrés, les proneuraux
sont capables d’influencer I'activité des genes Delta et Jagged au cours de la neurogenéese

(Figure 27). En effet, la protéines ASCL1 va activer la transcription de DI/l1 et DII3
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dans plusieurs régions du systéme nerveux central (Henke et al., 2009). NEUROG1 et
NEUROG2 sont quant a eux nécessaires a |I'expression de DIl1 dans les précurseurs de
neurones sensoriels craniaux au sein du télencéphale (Castro et al., 2006; Fode et al., 1998;
Ma et al., 1998). Par exemple, chez les souris mutantes pour Neurog2, |'expression de DIl1
est diminuée au méme titre que celle de NeuroD (Fode et al., 1998) (Tableau 3). Les
phénotypes observés chez les nombreuses souris transgéniques pour les génes proneuraux
montrent la complexité du réseau de régulation entre la voie Notch et les geénes proneuraux

des différentes familles.

4.2.2. Génes bHLH de différenciation neurale

Il s’avére que les génes proneuraux ont une expression transitoire au sein des
progéniteurs neuraux. Afin de réaliser une différenciation neurale compléte, les genes
proneuraux vont activer des génes neuraux afin de relayer I'’engagement des cellules vers un
destin neuronal. Ces genes de différenciation neuronale sont tres proches structurellement
des geénes proneuraux (Figure 27). Ce sont principalement les génes bHLH de la famille
NeuroD. Des études de perte de fonction chez la souris ont suggéré une relation d’épistasie
entre les génes proneuraux et les génes de différenciation. En effet, NEUROG1 est
nécessaire a l'activation de NeuroD4 dans les ganglions craniaux (Ma et al., 1998), et
NEUROG2 est nécessaire a l'activation de NeuroD1 au niveau des placodes épibranchiales
(Fode et al., 1998) (Tableau 3B).

D’autre part, les genes proneuraux et les genes de différenciation jouent un réle
important dans I'équilibre entre la neurogenése et la gliogenese. Les neurones et les cellules
gliales proviennent d’'un méme progéniteur neural et une fine régulation spatio-temporelle
des expressions des génes proneuraux et de leurs génes cibles bHLH est nécessaire pour le
choix de destin cellulaire. Par exemple, des doubles mutants Ascl/l1/NeuroD4 et
Ascl1/Neurog2 montrent une différenciation prématurée des astrocytes en raison d’un
blocage de la différenciation neuronale (Cai et al., 2000; Nieto et al., 2001; Tomita et al.,
2000) (Tableau 3B).

Inversement, les génes proneuraux sont capables de réprimer les génes dits pan-
neuraux comme Sox1, Sox2 (Bylund et al., 2003) et Stmn2/SCG10 (Cau et al., 2000) ou des
génes participant a la spécification de sous type neuronaux comme Pax6 et Olig2 (Zhou et

al., 2000).
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Figure 27. Différentes cibles des protéines proneurales.

L’expression des génes proneuraux au niveau d’un progéniteur neural va initier le
programme de différenciation neuronale. Pour cela, la voie Notch va étre activée pour
inhiber les genes proneuraux dans les cellules voisines. Les proneuraux activent également
des facteurs bHLH pour continuer la différenciation neurale. En paralléle les proneuraux
peuvent induire la sortie du cycle cellulaire par I'activation d’inhibiteurs de Cdk ou la
régulation des cyclines et kinases dépendantes (Adapté de (Bertrand et al., 2002)).
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4.3.3. Effecteurs du cycle cellulaire

Afin de générer des populations neuronales au sein du systéeme nerveux, la
différenciation des progéniteurs est couplée a I'interruption du cycle cellulaire qui maintient
le stock de progéniteurs. Les protéines proneurales jouent un double réle dans la
neurogenése, a savoir qu’elles induisent de fagcon simultanée I'arrét du cycle cellulaire et
I’engagement vers un destin neuronal.

Au niveau du tube neural chez I'embryon de poulet, la surexpression de Neurog2
entraine une différenciation neuronale prématurée des cellules neuroépithéliales couplée a
une sortie prématurée du cycle cellulaire (Mizuguchi et al., 2001; Novitch et al., 2001).

La progression du cycle cellulaire résulte de I’activité de kinases cycline dépendantes
(CDK) et de leurs partenaires, les cyclines. Les différentes phases du cycle cellulaire sont
gérées par des combinaisons spécifiques de CDK/cyclines. Les génes proneuraux vont agir de
facon positive ou négative sur la progression cellulaire. Par exemple, ASCL1 est capable
d’activer Cdk1, Cdk2 et Cdc25B alors qu’il va inhiber I'expression de Gadd45 et Ccng2 (Castro
et al.,, 2011) (Figure 27). De la méme facon, NEUROG2 régule I'arrét du cycle cellulaire au
niveau de la moelle épiniére chez le poulet. En effet, NEUROG2 va réprimer |'expression des
cyclines CCND1 et CCNE1/2 au cours de la phase G1/S (Lacomme et al., 2012).

De plus, la régulation du cycle cellulaire par les genes proneuraux implique
également I'activation d’inhibiteurs de kinase cycline dépendant (p16, p21 ou p27) (Farah et

al., 2000; Mutoh et al., 1998) (Figure 27).

5. Interaction de la voie Notch avec d’autres voies de signalisation

Au cours de la neurogenése, la voie Notch joue un réle prépondérant pour la
régulation des genes proneuraux conduisant a la détermination neurale. Cependant, les
genes proneuraux semblent aussi sous l'influence d’autres voies de signalisation. La voie de
I'acide rétinoique déja impliquée au cours de la régionalisation du tube neural va influer sur
I'activité de la voie Notch et par conséquent sur les génes proneuraux (Jacob et al., 2013). En
effet, la voie de l'acide rétinoique va réguler |'expression quantitative d’Asc/ll qui va
déterminer le type neuronal final.

Une autre étude a mis en évidence la synergie entre la voie Notch et la voie

Slit/Robo. En effet, cette voie de signalisation plus particulierement impliquée dans le
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guidage axonal, joue également un réle dans I'équilibre entre les progéniteurs neuraux
primaires et les progéniteurs neuraux intermédiaires. Les auteurs ont montré que cette
régulation de la neurogenése dans le cortex cérébral par la voie Slit/Robo impliquait une
interaction avec la voie Notch via le contréle de la transcription du facteur Hes1 (Borrell et
al.,, 2012). Par ailleurs, au niveau de I'épithélium olfactif, c’est un équilibre entre la voie
Notch et la voie des BMP qui va permettre la neurogenese et le développement correct du
nerf olfactif (Maier et al., 2011). Plus précisément, les signaux BMP vont inhiber I'activité
Notch au niveau de I'épithélium olfactif. Ces deux voies de signalisation contrélent les
évenements précoces de la neurogenése et la formation des premiers neurones migratoires

a partir des neurones sensoriels olfactifs.

4. Dysfonctionnement de la voie Notch et maladies chez ’'Homme

4.1. Cancers

Historiquement, le premier lien entre la voie Notch et le cancer a été démontré en
1991 avec lidentification d’un réarrangement chromosomique rare dans des types de
leucémies lymphoblastiques T-ALL (T-cell acute lymphoblastic leukémias) (Ellisen et al.,
1991). Une translocation chromosomique conduisant a une forme tronquée de Notchl a été
identifiée de facon récurrente. In vitro, les formes actives des domaines intra cellulaires de
Notch provoquent la transformation des cellules et peuvent ainsi favoriser I'apparition de
lymphomes ou tumeurs mammaires (Bellavia et al., 2000; Gallahan and Callahan, 1997). Des
mutations au niveau de NOTCH2 ont récemment été découvertes dans un sous type
cellulaire des lymphomes a cellules B (Lee et al., 2009). Notch agirait alors dans certains
types cellulaires comme un suppresseur de tumeurs (Wang et al.,, 2011a). Inversement,
d’autres cancers s’accompagnent d’'une augmentation de |'activité de la voie Notch due a
une surexpression de certains de ses acteurs. La signalisation Notch exercerait alors une

activité oncogénique (Louvi and Artavanis-Tsakonas, 2012).
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Géne

Maladies humaines associées

Références

Phénotype des souris homozygotes mutantes

Références

NOTCH1

Leucémies lymphoblastiques T-ALL

Maladies de la valve aortique

(Weng et al., 2004)

(Garg, 2006)

Létalité embryonnaire (€9.5-E11.5)
Défauts de neurogénése, somitogénése et
désorganisation vasculaire
Déficit mnésiques chez les mutants +/-

(Swiatek et al., 1994)

(Ge et Stanley, 2010)
(Conlon et al., 1995)
(Costa et al., 2003)

NOTCH2

Syndrome Alagille
Syndrome Hajdu-Cheney et du foie polycystique
Serpentine fibula

(McDaniell et al., 2006) (Simpson
et al., 2011; Isidor et al., 2011)

Létalité embryonnaire (E11.5)
Défauts de déterminisme et a la mort des cellules
neurales

(Hamada et al., 1999)

NOTCH3

Syndrome CADASIL (cerebral autosomal
dominant arteriopathy with subcortical infarcts
and leukoencephalopathy)

(Joutel et al., 2004)

Pas de défauts phénotypiques/
Défauts au niveau du thymus/
Diminution du taux de cibles de Notch3 dans les cellules
des muscles lisses artériels

(Krebs et al., 2003/
Kitamoto et al.,2005/Jin
et al., 2008)

NOTCH4

Implication controversée dans la schizophrénie

(Ivo et al., 2006)

Pas de défauts phénotypigues

(Krebs et al., 2000)

DLL1

Holoprosencéphalie

(Dupé et al., 2011)

Létalité embryonnaire (£9.5-11.5)
Défauts de neurogénése et somitogénése
Anomalies métabolique et immunologiques chez les
mutants +/-

(Hrabe de Angelis et al.,
1997)

DLL3

Dystose spondylocostale

(Kusumi et al., 1998; Bulman et al.,
2000; Turnpenny et al., 2003)

Déformations vertébrale et nerveuse, tronc et queue
raccourcis
Défauts de sommitogéneése

(Dunwoodie et al., 2002)

DLL4

Létalité embryonnaire des mutants -/- et +/- (E9.5-E11.5)
Défauts de vasculogénése, retard de développement

(Krebs et al., 2004)

JAGGED1

Syndrome Alagille
Tétralogie de Fallot

(Oda et al., 1997)
(Lietal., 1997)

Létalité embryonnaire (E11.5)
Défauts de vasculogénése

(Xue et al., 1999)

JAGGED2

Létalité post-natale suite a des anomalies craniofaciales
(fente palatine), du thymus et des membres (Syndactylie)

(Jiang et al., 1998)
(Xu et al., 2010)

MESP2

Dystose spondylocostale

(Whittock et al.,, 2004)

Létalité post-natale
Défauts de somitogénése, fusion des ganglions de la
racine dorsale et de la colonne vertébrale

(Saga et al,, 1997)

MAML2

Carcinome mucoépidermoide
Leucémie myéloide aigue secondaire

Conkright et al., 2003; Enlund et
al., 2004; Tonon et al., 2003)

LFNG

Dystose spondylocostale

(Sparrow et al., 2006)

Défauts de somitogénése et des poumons
Déformation nerveuse
Diminution de la fertilité des femelles

(Zhang et Gridley, 1998)

HES7

Dystose spondylocostale

(Sparrow et al., 2008)

Létalité post-natale
Défauts de somitogénese, tronc et queue raccourcis.
Déformation et fusion des vertéebres

(Bessho et al., 2001)

Tableau 4. Maladies humaines associées a des génes de la voie Notch et les phénotypes de

souris homozygotes mutantes correspondantes.
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4.2. Maladies héréditaires

Des mutations ou réarrangements chromosomiques d’effecteurs de la voie Notch ont
été identifiés chez 'Homme et sont responsables de différentes pathologies (Tableau 4).
Des pathologies héréditaires comme le syndrome Alagille ou la Tétralogie de Fallot sont liées
a des mutations de JAGGED1 ou NOTCH2. Ces deux maladies sont les formes les plus
fréquentes de malformation cardiaque congénitale et sont donc caractérisées par des
troubles de développement du cceur ainsi que du foie, des yeux et du squelette. D’autres
défauts du squelette sont observés dans une forme de nanisme, la dystose spondylocostale
lors de mutations de DLL3, LFNG, HES7 et MESP2. La voie Notch est également impliquée
dans des maladies du métabolisme osseux comme le syndrome Hadju-Cheney ou le
syndrome du foie polycystique Serpentine Fibula lors de mutations de NOTCH2. Les génes
des récepteurs NOTCH1 et NOTCH3 vont étre respectivement associés a des maladies
cardiovasculaires dont les symptomes sont présents dans le syndrome Alagille; et
cérébrovasculaires avec des déficits autosomiques dominants de la vascularisation
(CADASIL). Enfin, des mutations de NOTCH4 pourraient étre associées a des formes de

schizophrénies mais leurs implications restent encore nuancées par des travaux plus récents.

Les études du phénotype des souris transgéniques mutantes pour ces effecteurs de la
voie Notch sont cohérentes avec les pathologies humaines associées. En effet, malgré une
|étalité embryonnaire entre E9.5 et E11.5 ou post-natale, des défauts de somitogénese,
neurogenese ou de vasculogénese chez les mutants Notchl, Notch2, Jaggedl, Mesp2 et
Hes7 sont observés. Chez les mutants Notch3 de nombreux phénotypes ont été observés
mais restent difficilement comparables aux symptémes du syndrome CADASIL. Les mutants
DII3 et Lnfg présentent des défauts de somitogénése concordant avec la dystose
spondylocostale humaine et restent viables. Dans le cas des mutants Notch4, aucun

phénotype morphologique n’a pu étre observé (Tableau 4).
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4.3. DII1 et Holoprosencéphalie

Récemment, I'équipe a émis I’hypothése qu’une diminution de I'activité de la voie
Notch au cours du développement du cerveau pourrait potentialiser I'apparition de
I’'Holoprosencéphalie.

En effet, le geéne DII1 codant pour un ligand des récepteurs Notch a été associé a
I’'Holoprosencéphalie chez plusieurs patients. Ce gene est délété a |'état hétérozygote chez 4
patients présentant un phénotype d’Holoprosencéphalie (2 formes alobaires, 1 forme
semilobaire et 1 microforme chez 2 freres). Cependant, cette délétion dans la région 6qter,
comporte de nombreux autres genes. La plus petite région délétée (2,2 MB) comprend 14
génes. C'est donc par hiérarchisation bioinformatique dans un premier temps que notre
équipe a identifié DLL1 comme le meilleur géne candidat (Aerts et al., 2006). L'étude
moléculaire du gene DLL1 par séquencage a ensuite été mise au point et une série de 100
proposants a été analysée. Une délétion de 3 nucléotides a été identifiée concernant deux
codons impliqués dans le domaine d’ubiquitination. D’autre part, I'expression de DI/1 est
compatible avec un role au cours du développement précoce du cerveau antérieur.

Par ailleurs, les mutants hétérozygotes pour DII1 présentent des anomalies de la ligne
médiane mais pas de réel phénotype HPE (Przemeck et al., 2003). Cependant, il n’existe pas
a ce jour d’études approfondies des structures cérébrales chez ces embryons qui présentent
une létalité embryonnaire précoce (E11). Des inactivations conditionnelles et des
surexpressions de DIl1 dans le télencéphale ont pu mettre en évidence un réle dose-
dépendant dans la neurogenése de la zone ventriculaire (Kawaguchi et al., 2008). Cela
conforte le role important de D//1 au cours du développement du cerveau mais a des stades

plus tardifs que ceux impliqués dans I’'HPE.

Les études d’invalidation des principaux acteurs de la voie Notch ont mis en évidence

son caractere indispensable dans la différenciation et le développement des tissus comme le

systéme nerveux central.
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OBJECTIFS DE LA THESE

Mon travail de theése s’est inscrit dans le projet de recherche de I'équipe « Génétique
des Pathologies Liées au Développement » au sein de I'unité CNRS-UMR6290. Le travail mis
en place sur la thématique de I'HPE a débuté en 1996 et a pour objectif d’améliorer les
connaissances cliniques, moléculaires et physiologiques inhérentes a cette pathologie. Dans
ce but, des études sont réalisées sur des cohortes de patients permettant d’identifier des
mécanismes moléculaires impliqués qui seront également analysés grace a de modeles
animaux. Ces deux approches sont totalement complémentaires et ont été incluses dans
mon travail de these. Cela m’a permis d’avoir une vision globale des processus perturbés au

cours de I'apparition de I'HPE.

e Validation de I'implication de la voie de signalisation Notch dans I’'Holoprosencéphalie

Il est ressorti des travaux préalables réalisés par I’équipe que la voie de signalisation
Notch pourrait jouer un role dans I'apparition d’'une anomalie de type HPE. L'un des objectifs
de ma thése a donc été de caractériser I'expression des composants de la voie Notch au
cours du développement du cerveau antérieur en conditions normales de développement.

Pour cela j’ai utilisé le modele d’embryon de poulet. J'ai ainsi pu décrire une activité
de la voie Notch spécifiquement restreinte au niveau de I’hypothalamus. Par la suite, j’ai mis
en place une technique originale de culture d’embryons pour réaliser des inhibitions
pharmacologiques. Cette approche combinée a une analyse transcriptomique m’a permis
d’étudier les répercussions d’une inactivation de la voie Notch au cours du développement
de I'hypothalamus. Notre étude a permis d’identifier de nouvelles cibles de la voie Notch,
tels que Tag/n3, Chga ou Chrdl1l au niveau de différents territoires neurogéniques, en
particulier au niveau de ceux de I’"hypothalamus.

La neurogenese au niveau de ce territoire est encore mal définie et bien que

certaines études y associent la voie Notch, aucune ne fait part de son mode d’action.
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Par ailleurs, I'étude d’expression de Shh, géne majeur de I’'HPE, chez des embryons
déficients pour la voie Notch, m’a permis de montrer que cette voie contribuait a la
régulation de ce géne. Pour la premiére fois cette étude fonctionnelle permet le lien entre

I’'HPE et la voie Notch.

e Le modele multi-hit pour I’Holoprosencéphalie : Etude clinique chez ’homme puis

moléculaire chez I'embryon de poulet

Dans I’hypothése multi-hit pour I'Holoprosencéphalie, il a été mis en avant que
différents facteurs, d’origine génétique ou environnementale, pourraient retentir sur une ou
plusieurs voies de signalisation et en entrainer la dérégulation. La modification des
interactions entre ces voies de signalisation qui s’en suit, va agir au niveau spatio-temporel
sur la mise en place du cerveau antérieur. De plus, le caractére dose-dépendant entre les
différents acteurs des voies de signalisation corréle avec la diversité des phénotypes
observés dans |I'HPE.

Afin de consolider le modéle multi-hit, nous avons choisi dans un premier temps de
regrouper les données cliniques et moléculaires des patients porteurs d’une HPE. Les
données ont été entrées dans une base de données dédiée, accessible en ligne. Sandra
Mercier a ensuite réalisé des recherches de corrélations génotype-phénotype. Ce travail
avait pour but de conforter le modéle multi-hit chez 'Homme en dégageant des signes
cliniques caractéristiques d’'une voie de signalisation. Par ailleurs, Sandra Mercier a pu

définir un algorithme diagnostique afin de préciser le conseil génétique.

Dans un deuxieme temps, nous avons choisi de valider ce modéle multi-hit en

utilisant un modele animal, I'embryon de poulet. Pour cela, deux voies majeures de

I'Holoprosencéphalie, les voies Nodal et Shh, ont été testées.
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RESULTATS

Partie 1.

¢ Article 1. NOUVEAUX GENES SUREXPRIMES LORS DE L'INACTIVATION DE LA
VOIE NOTCH AU COURS DU DEVELOPPEMENT HYPOTHALAMIQUE

Neural development, accepté le 4 Décembre 2013

Ratié L, Ware M, Barloy-Hubler F, Romé H, Gicquel |, Dubourg C, David V, Dupé V.

Afin de mieux caractériser I'implication de la voie Notch dans le développement de
I’hypothalamus, nous avons fait le choix du modele d’embryon de poulet pour réaliser une
inhibition de la voie.

Dans un premier temps, nous avons démontré que le ligand DII1 et les effecteurs de
la voie Notch Hes5 et Heyl étaient exprimés au niveau du cerveau antérieur a partir du
stade HH11 et plus précisément au sein de I’hypothalamus en développement. D’autre part,
il est apparu que ces acteurs de la voie Notch étaient localisés au niveau de I’hypothalamus
antérieur donnant lieu au noyau du tractus de la commissure post-optique (nTPOC)
suggérant leur contribution dans la différenciation des neurones hypothalamiques.

Une approche combinant une inhibition pharmacologique de la voie Notch avec une
analyse transcriptomique m’a ensuite permis d’obtenir une vision globale des dérégulations
au niveau du cerveau antérieur d’embryon de poulet. Pour cela, nous avons utilisé une
technique originale appelée culture roller. Elle permet de cultiver les embryons de poulet
dans un milieu liquide dans lequel un inhibiteur pharmacologique peut étre ajouté avec une
concentration déterminée (Figure 28). L'inhibiteur de la voie Notch, le DAPT a été utilisé a
une concentration de 40uM. Une culture du stade HH10 au stade HH13 permet un
développement correct de 'embryon et une morphologie comparable entre les embryons
témoins et les embryons traités avec le DAPT.

Lors de l'inhibition de la voie Notch, il apparait de facon cohérente que les
répresseurs transcriptionnels Hes5 et Heyl étaient fortement sous-exprimés alors que leurs

principales cibles, comme le ligand D//1 et les génes proneuraux Ascl1, Neurogl et Neurog?2
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Figure 28. Les différentes étapes de la culture roller d’embryons de poulet.

Les embryons sont prélevés au stade HH10 et repliés sur eux-mémes selon I'axe antéro-
postérieur. Les membranes sont soudées entre elles par une coupure aux micro-ciseaux pour
former une raviole. Les embryons sont ensuite placés dans des tubes 5mL contenant le milieu
de culture. lls sont ensuite placés sur une roue en rotation dans une étuve a 38°C et les
embryons sont incubés 16h. Apres la culture, les embryons sont prélevés au stade HH13 ol
les segments du cerveau sont morphologiquement caractérisables comme le télencéphale
(T), de méme que les vésicules optiques (OV) et la cavité cardiaque (CC).
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étaient surexprimés en condition d’inhibition de la voie Notch. Celle-ci révele une sous-
expression des geénes positivement régulés par Notch (e.g. Hes5 et Heyl) et une
surexpression des génes normalement réprimés par les effecteurs de Notch (e.g. Ascl1 et
Neurog1), validant ainsi I'approche employée.

Une analyse selon les termes de Gene Ontology, a révélé un enrichissement
significatif de génes du développement du systeme nerveux parmi les 1558 genes dérégulés.
Une sélection des génes présentant le méme profil de surexpression que les génes
proneuraux a été réalisée dans le but d’identifier de nouvelles cibles potentielles de la voie
Notch. Sur une cinquantaine de génes testés, nous avons produits 23 sondes ARN
présentant un domaine d’expression spécifique. Finalement, les patrons d’expression
observés pour 8 d’entre eux suggérent I'existence d’une neurogeneése précoce au niveau de
la ligne médiane ventrale chez les embryons traités au DAPT : Ascll, Nhlh1, Stmn2, Slitl,
Robo2, Tagin3, Chga et Chrdll. Ascll, Nhlhl et Stmn2 sont tous les trois des marqueurs
successifs du processus de différenciation neuronale et impliqués dans le mécanisme
d’inhibition latérale. La validation de leur expression différentielle par hybridation in situ
révele une perte de patron d’expression en « poivre et sel » typique de I'inhibition latérale.
Ces résultats suggerent qu’une neurogenése précoce se met en place au niveau de
I’hypothalamus en développement lors d’une inhibition de la voie Notch.

Par ailleurs, I'analyse d’expression des genes Slitl et Robo2, décrits pour leur réle
dans le guidage axonal au sein de I’"hypothalamus, montre également une surexpression au
sein de I’hypothalamus sous la dépendance de la voie Notch.

Finalement, nous décrivons 3 genes, Tagln3, Chga et Chrdl1, trés peu étudiés dans la
littérature et jamais associés précédemment a la voie Notch.

Pour compléter ces résultats et comprendre les mécanismes de régulation entre les
différents facteurs identifiés, une étude in silico des promoteurs des genes d’intéréts a été
réalisée. Cela m’a permis de prédire un programme de régulation transcriptionnelle au sein
de I'hypothalamus en développement pouvant étre appligué a d’autres régions

neurogéniques.
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ABSTRACT

Background

The generation of diverse neuronal types and subtypes from multipotent progenitors during
development is crucial for assembling functional neural circuits in the adult central nervous
system. It is well known that Notch signalling pathway through the inhibition of proneural
genes is a key regulator of neurogenesis in the vertebrate central nervous system. However, its
role during hypothalamus formation along with its downstream effectors remains poorly

defined.

Results

Here, we have transiently blocked Notch activity in chick embryos and used global gene
expression analysis to provide evidence that Notch signalling modulates the generation of
neurons in the early developing hypothalamus by lateral inhibition. Most importantly, we
have taken advantage of this model to identify novel targets of Notch signalling, such as

Tagin3 and Chga, which were expressed in hypothalamic neuronal nuclei.

Conclusions

This data gives essential advances into the early generation of neurons in the hypothalamus.
We demonstrate that inhibition of Notch signalling during early development of the
hypothalamus enhances expression of several new markers. These genes must be considered

as important new targets of the Notch/proneural network.

Key words: Notch, Proneural genes, hypothalamus, neuronal differentiation, embryonic brain.
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INTRODUCTION

The hypothalamus influences a broad spectrum of physiological functions, including
autonomic nervous system, reproduction and behaviour. Despite its physiological importance,
we are only beginning to understand the molecular mechanisms underlying neural
differentiation within this organ. In the developing hypothalamus, progenitor domains were
characterized by complex patterns of transcription factor gene expression, and an important
yet unresolved question concerns the molecular determinants of the neurons produced in each
progenitor domain [1, 2].

The hypothalamus develops from the ventral region of the diencephalon and pattern formation
depends on the activities of major protein signalling pathways, such as Sonic hedgehog (Shh)
and bone morphogenic protein (BMP) [3]. They are involved in patterning, regional identity
and cell fate determination. Then, proper development of the hypothalamic axis requires
signals, which lead to numerous types of neurons and glia. The temporal control of the
transition from cell proliferation to cell differentiation in the nervous system is believed to
involve many antagonist factors and a proper balance of their actions is essential for
neurogenesis to take place [2, 4].

It has been well described that Notch signalling is an evolutionary conserved mechanism that
plays an essential role in maintaining neural progenitor identity and suppressing neuronal
differentiation [5, 6]. The transmembrane Notch receptor is activated upon binding to
membrane-bound DELTA or SERRATE ligands present in adjacent cells. Upon activation of
Notch signalling, the Notch intracellular domain (NICD) is released and forms a complex
with the DNA-binding transcription factor RBPJ. This complex induces the transcription of
repressor-type basic helix-loop-helix (bHLH) Hes and Hey genes by binding to their
promoters [7, 8]. Gain of function studies have revealed that constitutive Notch signalling
leads to cells remaining as progenitors [9, 10]. Whereas loss of NOTCHI results in the
premature differentiation of neurons at the expense of undifferentiated cells in the cerebellum
[11]. Similarly, Hesl and Hes3 double null mice show premature neuron formation in the
mesencephalon and rhombencephalon [12]. Numerous studies have shown that this premature
differentiation of neurons occurs through transient and sequential upregulation of proneural
bHLH transcription factor genes [13-16]}. From these studies and numerous others, it has
been proposed that to maintain neural progenitor cells a regulatory loop takes place between
neighbouring cells. This loop involves the upregulation of Delta-ligand expression by

proneural genes and downregulation of proneural gene expression by the Notch signalling
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HH13 + M2, 1

Figure 1: Regionalized expression of the components of the Notch pathway in the
hypothalamus. Expression of DI/1, Hes5 and Heyl at HH11 and HH13 as indicated. All genes
were detected initially as a crescent region between the two optic vesicles (boxes in A,E,I).
(B,C,F,G,J,K) Double expression of DII1, Heyl or Hes5 (blue) with Nkx2.1 (red) at HH13,
showing that the expression of all the genes occupies the rostral region of the hypothalamus.
(C,G,K) Hemisected, flatmounted preparation of the ventral diencephalon of the
corresponding embryos in B,F,J respectively with the eye removed and viewed from the
ventral side. Arrowheads indicate scattered cell expression. Asterisk indicates rostral
expression caudal to the prospective chiasmatic area. (D, L) HH10 chick embryos were
treated with DAPT or DMSO for 16 hours. (H) Embryos were treated for only 3 hours from
HH12. There was downregulation of Hes5 (H) and Heyl (L) expression after DAPT
treatment, whereas DII1 was upregulated (D). AH, anterior (rostral) hypothalamus; D,
diencephalon; H, hypothalamus; pH, hypothalamus primordium; POA, preoptic area; T,

telencephalon, V, optic vesicle.
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pathway through the repressor Hes/Hey genes. This process is called lateral inhibition [13,
17]. Thus in the absence of Hes and Hey bHLH repressors, proneural genes such as 4scll or
NeuroG are significantly up-regulated, and induce expression of a wide spectrum of neuron-
specific genes leading to premature formation of early-born neurons [18].

Recently, Notch signalling has been strongly implicated in the differentiation of the mouse
hypothalamic arcuate neurons (Arc) through a loss of function study in the mouse [16]. This
study shows that Notch signalling affects maintenance of hypothalamic neuronal progenitor
pool by repressing the proneural gene, Ascll. However, still little is known about the
molecular targets of this Notch/proneural network during this process.

In order to address the extent in which Notch signalling is required for functional neuronal
development we have taken advantage of its function in the developing hypothalamus to
characterize new target genes. For that a chemical approach was used to inactivate Notch
signalling in the chick embryo in a specific time-window corresponding to the early steps of
hypothalamic neurogenesis. Microarray analysis has allowed us to describe new critical
neuronal precursor-specific markers that may be expressed under the control of the

Notch/proneural network.

RESULTS

Expression of Notch components during hypothalamus development

To identify the exact time point when the Notch pathway may be required during
hypothalamus development, we examined the temporal expression of several Notch
components in the developing chick brain between HH8 and HH16 (Fig. 1 and data not
shown).

We observed that expression of DI/lI, Hes5 and Heyl were first detected in and around the
ventral midline of the diencephalon just before HH11 with only few marked cells labelled
(Fig. 1). At HH11, DIlI expression was found from the telencephalon to the rostral region of
the diencephalon in scattered cells (Fig. 1A). At this stage, Hes5 was similarly expressed in
the rostral region of the head except at the level of the most anteromedial part of the
telencephalon where its transcripts were not found (Fig. 1E). In contrast, Hey! expression was
restricted to the rostroventral diencephalon between the 2 developing optic vesicles (Fig. 1I).

Importantly, ventral views of HH11 dissected neural tube revealed the ventral neurectodermal
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Figure 2: Immunostaining for HuC/D in the rostral hypothalamus of DMSO and DAPT-
treated chick embryos (n=6). (A, B) High magnification of hemisected, flatmounted
preparations of the rostral hypothalamus at HH13. The TPOC neurons (nTPOC) were
characterized by the expression of the Hu class of RNA-binding proteins that marks post-
mitotic neurons. While the neurons were scattered in the DMSO control (A), after DAPT

treatment the nTPOC population becomes denser (B).
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surface with similar expression patterns in a crescent-shaped area for DI/lI, Hes5 and Heyl

centred around the midline between the optic vesicles (boxes in Fig. 1A, E, I).

As development proceeds, the hypothalamus primordium was morphologically evident from
approximately HH13. At this stage, double in situ hybridization with Nkx2.1, a general early
marker of the hypothalamic plate [19], revealed an overlapping expression with DIl1, Hes5
and Heyl that was restricted to the rostral region of the hypothalamus (AH) with rostral
expression caudal to the prospective chiasmatic area (Fig. 1C, G, K, asterisk). At this stage,
DIlI displayed a fine salt-and-pepper-like pattern (Fig. 1C arrow head). From HH13, Nkx2./
had just started to be expressed separately in the preoptic area (POA) of the basal
telencephalon. DII] was also expressed in the POA but not Hes5 and Heyl. DIl and Hes5
expression were also found overlapping with Nkx2.1 in the lateral domain of the hypothalamic
region.

The rostral hypothalamus gives rise to the nucleus of the tract of the postoptic commissure at
HH13 (nTPOC) [20] as shown with the HuC/D-positive cells (Fig. 2A). The members of the
Notch signalling pathway that were expressed within the chick diencephalon from HH11 (Fig.
1) mapped to the rostral end of the hypothalamus primordium corresponding to the nTPOC.
The specific colocalisation of Notch components with nTPOC at this stage underlines a strong

contribution of this pathway during differentiation of hypothalamic neurons.

Setting up an experimental strategy to identify Notch response genes in the early
developing hypothalamus

To identify Notch response genes we used a chemical inhibition strategy combined with a
global measure of transcript levels using chicken microarrays. The y-secretase inhibitor N-
[3.5-Difluorophenacetyl-L-alanyl)]-S-phenylglycine t-butyl ester (DAPT) provides a
powerful tool to inhibit cell differentiation processes regulated by Notch [14]. This treatment
caused a rapid down regulation of Hes5 expression after only 3 hours of DAPT-treatment
(Fig. 1H).

Based on our previous observations, showing that Notch components were first detected
between HH10 and HH11 in the hypothalamus primordium, the genetic response to an
inhibition of the Notch pathway was analysed from HH10 to HHI13, corresponding to an
overnight culture (16 hours). HH10 embryos were dissected and transferred into roller tubes,
in which they were cultured for 16 hours either in DMSO or 40uM DAPT-supplemented

medium. With such conditions, the size of the embryos was similar between DAPT-treated
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and control embryos with no obvious morphological defects. In all DAPT-treated embryos
analysed, the expression of Hes5 (n=20) and Heyl (n=15) was dramatically reduced or
abolished in the neural tube and forebrain, including the ventral diencephalon (Fig. 1L). It has
been well established that downregulation of Hes5 derepresses the expression of D//1 [18].
Accordingly, the DAPT treated embryos (n=15) exhibit increased expression of DII1 after 16
hours of treatment (Fig. 1D). Furthermore, Notch inhibition during this period was associated
with an increase of the number of neurons and a loss of the scattered neurons in the rostral
hypothalamus (Fig. 2). Therefore, a treatment starting at HH10 and for 16 hours appeared to
be appropriate to identify direct or indirect downstream targets of Notch signalling during the

first step of hypothalamic neurogenesis.

Identification of Notch response genes in the developing forebrain

HH10 embryos were treated with DAPT and harvested after 16 hours culture, at
approximately HH13 for a comparative microarray analysis. To restrict our findings to genes
that were controlled by Notch in the prosencephalon-forming region, we dissected a domain
that was situated rostral to the mesencephalic region containing the hypothalamic
primordium. This domain was chosen because it was morphologically well delimited at the
stage of dissection. For each experiment, five prosencephalons from the same culture were
dissected and pooled to obtain total RNA. Four different sets of experiments were collected
and tested by microarray, using chick genome 4x44k DNA-microarray (Agilent; [21]). The
DMSO and DAPT-treated embryos were directly compared by Genespring GX software
version 12.0. We opted for a fold-change (FC) of 1.3 cut-off and identified 789
downregulated and 769 upregulated genes in the DAPT-treated forebrain (see Table S1 in the
supplemental material).

It was noted that members of the Notch signalling pathway were significantly enriched in
Gene Ontology (GO) term analysis. As expected, many Notch transcriptional targets and/or
Notch pathway components have their expression consistently modified in our data (Table 1).
The direct Notch target gene Hes5 was highly downregulated with a fold-change of -56.83
(FC -56.83) also downregulated was Hey! (FC -2.89). As expected, DIl1 was upregulated (FC
2.26) [22]. Additionally, we identified changes in expression levels of other components of
the Notch pathway: Jag! (FC -1.58) [23], Numb (FC-1.49) [24], Lfng (-1.45), Notchl (FC -
1.31) and Nrarp (FC -2.01) [25] that were downregulated (Table 1). Other components were
upregulated, which have not been previously described as Notch targets: AphiA (FC 1.34)
and Mfng (FC 3.14) [26].
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Figure .s Kegionalized expression of upregulated genes In the hypothalamus in DAPT-
treated chick embryos. Whole embryo in situ hybridization was performed with Asc/l (A-C),
Nhlhl (D-F), Stmn2 (G-1), Slitl (J-L), Robo2 (M-0O), Tagin3 (P-R), Chga (S-U) and Chrdll
(V-X) riboprobes on control and DAPT-treated embryos after 16hrs ex-ovo culture and on
HH15 embryos as indicated on the figure. In B, E, H, K, N, Q, T and W mesenchymal cells
and surface ectoderm were removed to obtain dissected neural tubes (ventral view) from the
embryo described on the left side. Small arrows highlighted specific expression of all these
probes in the rostral hypothalamus. Arrowheads pointed to the expression in the olfactory

epithelium. g, ganglia; m, roof of the mesencephalon; o, optic vesicles.

140



Enrichment for the GO term Nervous System Development that included 271 genes was
observed. Several proneural genes normally repressed by the Notch pathway were
upregulated [17]. These included Asc/l (FC 1.67), NeuroG1 (FC 8.85) and NeuroG2 (FC
1.57). Thus, DAPT treatment caused the expected response amongst Notch signalling
pathway components, including Notch effector genes and proneural bHLH transcription
factors. This demonstrated the validity of the microarray approach for identifying new target

genes of the Notch signalling pathway.

In situ hybridization validation of upregulated genes

To identify new molecular markers regulated directly or indirectly by Notch signalling we
focused our efforts on the upregulated genes. We obtained efficient RNA probes for 23
upregulated markers from the enriched GO term Nervous system development (Table 1).
These genes represented diverse functional classes and were either uncharacterized or only
partially described during hypothalamus development. Some of these genes were already
known hypothalamic markers (such as Robo2 and S/itI) or Notch targets in other tissues (such
as Nhlhl and Stmn2) [1, 2, 27]. Most of the selected genes consisted of transcription factors,
binding proteins or specific neural progenitor genes.

We systematically compared the expression of these genes in control (DMSO) to DAPT-
treated embryos in the same conditions as the microarray (Fig. 3). Remarkably, among the
upregulated genes tested, 8 displayed a prominent tightly restricted expression in the rostral
hypothalamus in DAPT-treated embryos (Fig. 3). Interestingly, for some of these genes, this
upregulation was not just restricted to the hypothalamus but was also within other domains of
expression such as the roof of the mesencephalon, the olfactory epithelium or the forming

ganglions.

After DAPT-treatment, Asc/l expression (n=10) was upregulated in all tissues of the head that
normally expressed this gene (Fig. 3A, B). This included the neuroectoderm of the ventral
diencephalon corresponding to the developing hypothalamus as shown with the dissected
neural tube (Fig. 3B). Expression of Nhlhl has been shown to be regulated by Asc// and
previously described in the olfactory epithelium, cranial ganglia and dorsal root ganglia [13]
but not in the developing hypothalamus. Here, scattered NhlhI-positive cells were found
throughout the ventral midline between the 2 optic vesicles of HH13 control embryos (Fig.
3E). In contrast, the density of Nhlhi-positive cells appeared higher in DAPT embryos (n=12)
at the level of the ventral diencephalon (Fig. 3D, E). Furthermore, Nhalhl was aberrantly
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expressed in the olfactory placodes and the roof of the mesencephalon at this stage, whereas
only a few scattered cells expressed this gene in the control embryos. Importantly, Asc// and
Nhlhl displayed the same profile of upregulation in DAPT treated embryos. Stmn2
(previously called SCG10) codes for a cytoskeletal protein and is an early marker of neuronal
phenotype [28]. Here, in DAPT embryos (n=10) this gene was strongly upregulated in the
developing hypothalamus, and its scattered distribution was also lost (Fig. 3G, H). This
upregulation has been classically associated with upregulation of Asc/l and Nhlhl [13].
Altogether this signifies a change in the number and density of neurons and a precocious
neurogenesis in and around the ventral midline. This was also confirmed using the HuC/D
antibody on DAPT-treated embryos (Fig. 2B). These observed effects fit with the expected
role of Notch in regulating the number of neuronal precursors by lateral inhibition [17, 29].
Among the other upregulated genes in the ventral diencephalon, 2 have been previously
described in the mouse hypothalamus: Robo2 and Slitl [27]. In the control embryos Slit]
expression was just emerging, whereas after DAPT treatment (n=13), Slit/ was upregulated in
the ventral midline area (Fig. 3J, K). At the same stage, Robo2 expression was not detectable
in the ventral midline of the control embryos whereas DAPT-treated embryos (n=14)
expressed this gene (Fig. 3M, N). Robo2 gene was also upregulated in the forming ganglions
and olfactory placodes when Notch signalling was inhibited (Fig. 3M). Notably, all these
tissues normally display Notch activity [29].

Most interestingly, Tagln3, Chga and Chrdll were 3 genes that were not well documented.
Especially, their expressions have never been described in the developing hypothalamus or
dependent of Notch signalling.

TAGLN3, a microtubule-associated protein, has been described as a neuron-specific protein
in the developing neural tube [30]. In the control brain (n=17), Tagln3 was strongly expressed
in the ventral diencephalon and showed a scattered mRNA distribution, which was lost after
DAPT treatment (Fig. 3P, Q). Tagln3 was upregulated in all the tissues normally expressing
this gene, which includes the olfactory placodes, the ventral diencephalon, the mesencephalic
roof, the ganglions and the neural tube (Fig. 3R). Chga has been shown to be a member of the
granin family of neuroendocrine secretory proteins, located in secretory vesicles of neurons
and endocrine cells [31], however little has been discussed about its role during the early
embryonic stages. When treated with DAPT, the level of Chga expression was increased in all
the tissues normally expressing this gene at HH13 (n=19), which includes the ventral

diencephalon and the olfactory placodes as for Tagin3 (Fig. 3S). Robo2 and Chga were
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HH14 + Shh

Figure 4: (A-F) HH14, dissected chick neural tube. Expression of Notch pathway component,
Heyl (A, B), the proneural gene Asc/l (C, D) and a new putative target gene, Tag/n3 (E, F) in
the hypothalamus compared to Shh expression at HH14. It shows that these 3 genes were
similarly expressed in the rostral region of the hypothalamus (AH). (A, C, E) Lateral views
with the rostral region on the left. (B, D, F) Ventral views of the corresponding embryos A, C,
E. Arrowheads show the patched expression of Heyl, Ascll and Tagin3. AH, anterior (rostral)
hypothalamus; H, hypothalamus; LH, lateral hypothalamus, MH, mammillary region of the
hypothalamus, T, telencephalon, TH, tuberal region of the hypothalamus; D, diencephalon.
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expressed in the hypothalamus at HH13 only when Notch activity was inhibited (HHI15 in
Fig. 3N, T). Nevertheless, when Notch activity was normal these genes were expressed in the
ventral hypothalamus from HH15 (HH15 in Fig. 30, U).

Notably, at HH15 Tagln3 and Chga were similarly expressed in and around the ventral
midline of the diencephalon, the forming ganglions and dorsal mesencephalon (Fig. 3R, U).
Interestingly, a few scattered cells expressed these genes in the olfactory epithelium (Fig. 3R,
U, arrowheads) suggesting a function for these new markers during olfactory sensory neurons
differentiation.

Remarkably, Chrdll, a BMP antagonist [32] had its expression restricted to the developing
hypothalamus at HH13 and in DAPT treated embryos (n=20) Chrdll expression was clearly
upregulated in this area (Fig. 3V, W). At HH15, Chrdll keeps its restricted expression in the
rostroventral hypothalamus and expression was not detected in other tissues of HHIS5

embryos (Fig. 3X).

All 8 genes were visibly expressed ventrally at the level of the midline in the area localized
between the two optic vesicles (Fig. 3) corresponding to the expression domain of the Notch
components previously described in Figure 1 and the nTPOC (Fig. 2). In order to confirm that
these expression domains were restricted to the future rostral hypothalamus, in addition to
Nkx2.1, Shh was also used as a marker. At HH14, Shh was expressed exclusively along the
ventral midline of the neural tube but contrary to Nkx2.1 displayed a dynamic distribution at
the level of the hypothalamus subregions [33]. As shown by the red staining in Figure 4, the
future hypothalamus was arranged rostrocaudally into the anterior (rostral) (AH), tuberal (TH)
and mammillary (MH) region (Fig. 4). To compare precisely the expression profiles of Shh
and Heyl, embryos were double labelled at HH14. Expression of Hey! was confined to the
Shh-positive cells of the anterior hypothalamus (AH) in the same region that the proneural
gene Ascll and Tagin3 were expressed (Fig. 4). At this stage, Heyl, Ascl/l and Tagin3
displayed a salt-and-pepper-like pattern in this area.

Identification of a transcriptional program regulated by Hes5/Heyl, Ascll and Nhlhl

It has been established that a conserved Ascll/DIl1/Hes/Hey/Nhlhl molecular circuitry
operates within the progenitor pool to coordinate neurogenesis [34]. In order to test if the new
candidate genes characterized in this study could have their expression directly regulated by

this network, an in silico approach was used to determine DNA-binding signatures for
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Figure 5: Summary of potential regulatory interaction model of gene regulation for
neurogenesis in the hypothalamus revealed by in silico analysis and literature.

(A) Schematic of mouse Hes5, DIl1, Robo2, Tagin3, Chga and Chrdll promoters showing the
position of evolutionarily conserved binding motifs for HESS (light green box), ASCLI1 (Red
box), antagonist binding sites ASCLI/HEY1 (MHAM, Red and green box) and
ASCL1/NHLH1 (MNAM, red and orange box). Regulatory regions comprising 500 bp before
to 100 bp after the transcription start site (+1, blue arrow). The schematic represents only the
motifs that were conserved among several species. (B) Consensus chick and mouse box
sequences from the literature and this study. (C) A model of interaction between the negative
regulators HES5 and HEY'1 and the positive regulators ASCL1 and NHLH1 based on the
literature and present data. Activations were identified with a red arrow and repressions were
identified with a green barred line. The purple arrow refers to the activation of NOTCH
receptor by its ligand DLL1. (Bertrand, 2002; Gohkle, 2008, Castro, 2006, 2011, de la Pompa
1997, Ma 1998 and present data).
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ASCLI, HESS, HEY1 and NHLHI and to detect the presence or the absence of these sites at
the level of the promoter of the genes implicated in this circuitry.

By using the MatInspector (Genomatix) and Evolutionary Conserved Region (ERC) browser
software, the available proximal promoter sequences of selected genes were screened for
binding sites in numerous organisms in order to find some cross-species genomic
conservation. These promoters were defined as sequences 0.5Mb before and 0.1Mb after the
transcription start site (+1). Despite a poor degree of nucleotide homology between mouse
and chick proximal promoter regions of Hes5 and DIl1, we found a conserved sequence of 7
nucleotides (5’-CACCTGC-3" - MHAM) corresponding to an antagonist-binding site for
ASCLI/HEY (Fig. 4). Importantly, this motif allowed us to give a better stringency condition
to the in silico study compared to degenerated E-box (5'-CANNTG-3') and N-box (5’-
CACNAG-3’) sequences attributed to ASCL1 or HEY1 alone [13]. Here, we described this
motif at the level of the Chga and Chrdll proximal promoters (Fig. 5). This ASCLI/HEY
motif was also found at the level of the Mnfg promoter a known direct target of ASCL1 [34].
We also observed another conserved sequence of strict 7-mer nucleotides (5’-GCAGCTG-3' -
MNAM) previously described as a direct binding sequence for Ascll [35] that corresponds to
an antagonist-binding site for ASCL1/NHLHI1. This sequence was found conserved in the
proximal promoter region of Robo2 and Tagin3.

Therefore it can be proposed that these regulatory elements, which were selected for
enrichment in the Ascll/DIl1/Hes/Hey/Nhlh1 molecular circuitry, may represent signatures to
drive expression in some neural tissues. Obviously the functional relevance of this finding has
yet to be exhaustively explored. This in silico approach along with literature led us to propose
a predictive model of gene regulation for neurogenesis in the hypothalamus, but cannot be
excluded as a model for other neuronal tissues such as the ganglia where neurons also

differentiated during early development and expressed these new target genes (Fig. 5).

DISCUSSION

In this report, ex ovo roller culture of chick embryos has allowed DAPT to be delivered at a
specific concentration and time. We show that pharmacological inhibition of Notch signalling
can phenocopy the experimental results obtained with other methods, but allowed better
temporal control [29]. Treatment with DAPT caused a rapid decline in downstream

components of the Notch signalling pathway (i.e. Hes5) that initiates the molecular cascade
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leading to the upregulation of the proneural bHLH gene, Ascll, and the Notch ligand, DI//1.
Numerous studies using genetic models have reported the same effect at the level of various
developing tissues like the olfactory epithelium, the roof of the mesencephalon and neural
tube [18, 29, 36-39]. An example is the phenotype of the null mutant mice for RBPJ, the
essential transcription factor mediating signalling of all Notch receptors [29]. Hes)5 transcripts
normally present in the brain and spinal cord were completely eliminated in RBPJ mutant
embryos, whereas DI/l and Ascll were upregulated as well as neuronal differentiation
markers such as NAlhl [29]. In our ex ovo experiments, this premature neuronal
differentiation was similarly observed in the neural tube, mesencephalon and developing
cranial placodes and ganglia. This study using RBPJ null mice further highlights the validity

of our method.

Surprisingly, an accurate description of Notch activity during the earliest stages of mouse or
chick hypothalamus development when the first neurons differentiate was not reported.
However scarce studies indicate that DIll, Notch? and Hes5 expression was spatially and
temporally restricted to the developing mouse diencephalon from E9.5 (+/- HHI11 in chick)
[4, 40, 41]. A temporal assessment of Notch pathway effectors (e.g. Hes3) indicated high and
localized expression within the chick diencephalon in the ventral-most cells as early as HHI11.
Based on the hypothalamus markers, Nkx2.1 and Shh [19, 33], we concluded that this Notch-
positive region corresponds to the hypothalamic cells of the prospective anterior
hypothalamus. Because Hes5 was transcribed in the embryo solely in response to Notch
signalling [8], we thus demonstrate that the first evidence of Notch activity in the chick
hypothalamus starts very early on during the neuron progenitor expansion [20]. The Hey!
expression domain overlaps with Hes5 in the presumptive hypothalamus, further suggesting
that these genes may have overlapping functions in this tissue. These results were supported
by a study that has shown that a reduction in Hes/Hey gene dosage led to an overproduction

of neurons during hair cell formation [42].

In agreement with previous studies conducted in vertebrate embryos, the salt-and-pepper-like
patterns observed for DI/lI, Hes5, Heyl and Ascll in the rostral hypothalamus suggested that
lateral inhibition regulates early production of hypothalamic neurons [17, 43]. During this
event, scattered cells expressing DIl] activate Notch in their neighbouring cells inducing the
expression of the transcriptional repressors of the Hes/Hey family genes. They repress the

expression of proneural bHLH genes that are essential for specifying neural fate [17]. In this
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study, by treating chick embryos with DAPT from HH10, HuC/D-positive cells were found
grouped in a dense cluster of adjacent cells in DAPT treated embryos, whereas they remained
scattered in control embryos. Thus an excessive number of cells differentiated into neurons in
the ventral hypothalamus in the absence of Notch activity. This precocious neurogenesis was
the typical “neurogenic” phenotype expected for the loss of function of Notch if working by
lateral inhibition [9, 36]. This was confirmed by the upregulation of Ascl// and by the lost of
the salt-and-pepper profile of the neuronal markers NAalhI and Stmn2 in the absence of Notch
activity. Thus, we propose for the first time that a mechanism of lateral inhibition operates in
the rostral hypothalamus of the vertebrate brain to generate neurons.

This mechanism was most probably mediated by the proneural gene Asc/l. At E10.5, Ascll
was the major bHLH proneural gene expressed at the level of the mouse basal plate
expressing Nkx2.1, whereas other proneural genes such as Neurogl and Neurog2 have their
expression restricted to the dorsal brain [40]. In the chick brain, Neurogl and Neurog?2
expression was not detected during the early phase of ventral hypothalamus development
(data not shown) whereas Asc/l expression was restricted to the rostral domain of Shh.
Concordantly, targeted mutagenesis demonstrated an essential role for Asc// during the
generation of ventral neuroendocrine neurons as well as playing a central role in subtype

specification of these neurons [40].

Loss of function through gene mutations provides an essential tool to confirm whether Notch
pathway has an early function during hypothalamus neurogenesis. However, single null mice
for components of Notch (ligands or receptors) and their mediators (such as Hesl, Hes5 or
Heyl) display defects in restricted areas of the developing embryo [36, 44-46]. While Hes5
mutant mice do not show any gross abnormalities, in the absence of both Hes/ and Hes5
genes, cell differentiation was severely accelerated, leading to aberrant neuronal localization
[18]. This redundancy between the major genes of the Notch pathway may explain why a role
for Notch during the earliest stages of hypothalamus formation has never been strongly
attributed to this pathway before. Only recently conditional knockout mice lacking RBPJ in
the forming hypothalamus were obtained [16]. But, still no investigations at the early stage of
hypothalamus development have been done. However, concordantly, these mice showed an
increased proliferation of the Arc neurons at E13.5 that may contribute to the increased body
weight phenotype observed in the mutants. This abnormality probably takes place at earlier
stages, as the Nkx2.1-Cre that has been used to drive Notch gene inactivation was active as

early as E10.5 [47].
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Other major findings in this paper were the characterization of new components of the
differentiation program of neural progenitor cells of the hypothalamus but also of the ganglia
and olfactory epithelium. We have independently verified the results of our microarray screen
using RNA in situ hybridization and demonstrated that many of these genes were specifically
expressed in the hypothalamus at HH15. The specific expression of Chrdll in the rostral
hypothalamus was very fascinating, as the Bmp pathway has been strongly implicated,
coupled with Shh for the early patterning of hypothalamus and in neuronal maturation [3].
This suggests that Notch signalling may regulate the activity of Bmp signalling in this area.
We have additionally identified markers of early differentiating neurons such as Nhlhl,
markers implicated in axon outgrowth such as Stmn2 and in axon guidance such as Robo2 and
Slitl. Robo?2 and Slit] were expressed in the mouse developing hypothalamus from E10.5 and
were required to maintain proper balance between primary and intermediate neuronal
progenitors [27]. This function was probably conserved in the chick.

Most interestingly, characterization of other unknown potential neuronal markers such Tagin3
and Chga in the developing hypothalamus gave us a high level of confidence in our approach
to discover new molecules regulated by Notch signalling. TAGLN3 is a microtubule-
associated protein [48] and CHGA is a protein released in circulation by neuron that interacts
with STMN2 in human neuroendocrine cells [49].

At HH135, the comparison between Tagin3 and Chga expression revealed a virtually identical
expression pattern, not only in the hypothalamus but also in the olfactory epithelium and
forming ganglions. They were similarly upregulated in all these tissues when Notch activity
was blocked. These expression patterns restricted to neural tissue have not been reported
before. Therefore, these genes must be considered as important new molecular markers for
neurogenesis.

Importantly, Tagin3, Chga, Robo2, Slitl and Chrdll expression has been highlighted in this
study to be controlled by the Notch/proneural genes network. This cascade of genes allows
cells to escape lateral inhibition (neuronal progenitor) to enter the pathway that leads to
terminal neuronal differentiation (Fig. 5). It was clear that coordination between numerous
proneural factors was necessary for the specification of the neuronal subtypes of the ventral
hypothalamus. There are numerous studies in which A4scl// has been identified to regulate
other bHLH genes (i.e. Neurog3, NeuroD, Nhlhl), which in turn activates neuron-specific
structural genes as Stmn2 [4, 13]. Interestingly, a genome-wide chip assay has shown that
ASCLL1 directly binds 7ag/n3 promoter [50] and ASCLI and CHGA have the same

overexpression profile in small-cell lung cancer [51]. Although we have no in vitro or in vivo
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evidence that HESS5, HEY1, ASCL1 and/or NHLHI1 directly binds to or regulates the
expression of Chga, Chrdll and Robo?2 genes, we have found several well conserved putative
HEY1-, and ASCL1- and NHLHI1-binding sequences located within the 600 bp around their
transcription start sites. Certainly, a more detailed fate map study of these neuronal markers
will be required to better understand how they contribute to the specification of the
hypothalamic sensory territories. In the meantime, our data has been compared with other
screens and genome wide chip experiments to build a model of the regulatory cascade [34,
50] that may regulate neurogenesis at the level of the hypothalamus and possibly other
regions of the developing embryo (Fig. 5).

Given the almost universal use of Notch/proneural network in cell fate renewal and
transition, it was necessary to look for new molecular targets. We uncovered that Notch
signalling modulates the generation of neurons in the early developing hypothalamus by
lateral inhibition. Most importantly, our global approach allowed us to characterize several
new markers expressed in this tissue and that may have their expression under the control of
the Notch/proneural genes oscillating regulation. The elucidation of this Notch/proneural
transcriptional cascade including these new genes will be a challenge in the future since
hypothalamic development has considerable importance for human health. Genetic defects in
the development of specific cell subtypes in hypothalamus have already been reported for

congenital obesity [52].

METHODS

Roller-tube culture and drug treatments

Isa Brown fertile hen eggs were obtained from Amice-Soquet hatchery (Lanrelas, France) and
incubated in a humidified 38°C incubator for the desired stages. Embryos were staged
according to Hamburger and Hamilton (HH) [53]. Embryos were collected at HH10 and
cultured as described previously [54]. The y-secretase inhibitor (N-[N-3,5-difluorophenacetyl-
I-alanyl]-S-phenylglycine t-butyl ester, DAPT; Sigma) was dissolved in DMSO [55].
Embryos were treated with DMSO or 40uM of DAPT in L15 culture medium (supplemented
with chick serum and gentamycin). Animal experimentation protocols were conformed to the

European Union guidelines. No invasive (pain-inducing) procedure was used for this study.
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mRNA expression profiling on microarray

A whole genome microarray analysis was performed on total RNA extracted from 5-pooled
prosencephalon. Chick embryonic prosencephalon was dissected after 16 hours roller culture
with DMSO or DAPT. Total RNA was immediately extracted. The RNA quality had been
controlled by 2100 Bioanalyzer. Total RNA (50ug) from each sample was reverse
transcripted and cRNAs were prepared according to the Agilent recommendations and
following the one-color protocol to be labelled with Cy3-CTP. Hybridization was
accomplished on the Agilent 4x44K whole chicken genome in sifu oligonucleotide microarray
(Agilent - [21]. Image acquisition was performed using the Agilent Scanner (Biogenouest,
Rennes) and signals were extracted by Agilent Feature Extraction software. Data
normalization was performed by a per-chip 50™ percentile method by the Genespring Agilent
GX12. Gene Ontology (GO) analysis has been performed using Webgestalt online software

(http://bioinfo.vanderbilt.edu/webgestalt/). The Homo Sapiens Genome was selected as a

reference set for enrichment analysis. Webgestalt used a hypergeometric statistical method
and an adjustment of Benjamini-Hochberg for the Multiple Test with a significance level of
0.05. Nervous system development enrichment was significant with adjP=1.55e-22. As far as
Notch signalling pathway enrichments performed on KEGG and Pathways Commons analysis

were significant with respect to: adjP=6.96e-07 and adjP=5.80e-06.

Whole-mount in situ hybridization and immunohistochemistry

After harvesting, embryos were fixed with 4% paraformaldehyde in phosphate buffered saline
(PBS). Whole-mount in situ hybridization was performed as described [56]. All probes,
excepted DI/1, were generated by PCR which were subcloned in pCR®II-TOPO® and used
to transcribe the antisense RNA probes. A plasmid carrying chick DIl1 (Notl-T3; gift of Frank
Schubert, U.K.) was used. Double in situ hybridization on whole embryos was done with
Digoxigenin (Dig) and Fluorescein (Fluo) labelled RNA probes (Roche). The protocol for
immunohistochemistry has been described previously [57]. Whole-mount roller culture
embryos were stained using pro-neural antibody, anti-human HuC/D (1:500, Life

technologies, 16A11).
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Design of Transcription Factor Binding Sites and Comparative Genomic of promoters
in various species

Mouse and chick genomic sequences were downloaded from the UCSC Genome Browser and
Entrez Gene Databases. Mouse promoters were downloaded from The Eukaryotic promoter
database (EPD) and compared to proximal promoters predicted with PromScan Software.

Mouse and chick promoters were annotated with different specific motifs such as TATA

boxes wusing YAPP Software Software (http://www.bioinformatics.org/yapp/cgi-

bin/yapp_intro.cgi). Predictive transcription factor-binding consensus sequences were

obtained using Matlnsepctor Position Specific Scoring Matrix (PSSM) libraries [58].
Relevant binding sites were analysed using multiple alignments and consensus sequences
were transformed in IUPAC strings. These strings were reported on selected gene promoters.
Finally a comparative genomic study was performed for binding sites between mammal and

bird when available.

ABBREVIATIONS
Arc: Hypothalamic arcuate neurons; bHLH: helix-loop-helix; HH: Hamburger and Hamilton;
TPOC: tract of the postoptic commissure; NICD: Notch intracellular domain; nTPOC;

nucleus of the tract of the postoptic commissure; POA: preoptic area
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TABLE

Gene Symbol Accession Number Description FC Value
Notch signalling pathway components

Hes5 NM_001012695 Hairy and enhancer of split 5 (Drosophila) -56.83
Heyl XM_425926 Hairy/enhancer-of-split related with YRPW motif 1 -2.89
Nrarp XM_428951 Notch-regulated ankyrin repeat protein -2.02
Jagl XM 415035 Jagged 1 -1.58
Numb NM_204835 Numb homolog (Drosophila) -1.49
Lfng NM_204948 LFNG O-fucosylpeptide 3-beta-N-acetylglucosaminyltransferase -1.46
Notchl XM 415420 Notch 1 -1.31
Notch?2 XM 001233595 Notch 2 -1.30
Aphla XM 001233301 Anterior pharynx defective 1 homolog A (C. elegans) 1.34
Dill NM_204973 Delta-like 1 (Drosophila) 2.26
Mfng XM_ 416278 MEFENG O-fucosylpeptide 3-beta-N-acetylglucosaminyltransferase 3.15
Nervous system development GO term (upregulated genes)

Neurogl NM 204883 Neurogenin 1 8.85
Nhih2 AF123885 Nescient helix loop helix 2 4.18
Nefm NM 001101730 Neurofilament, medium polypeptide 4.05
Tagin3 XM 416634 Transgelin 3 3.69
Nhihl NM 204121 Nescient helix loop helix 1 3.47
Stmn2 NM_205181 Stathmin-like 2 2.49
Nrial NM 205077 Nuclear receptor subfamily 5, group A, member 1 1.87
Nrgl NM 204117 Neuregulin 1 1.77
Chga CR523039 Chromogranin A (parathyroid secretory protein 1) 1.74
Siml1 U40058 Single-minded homolog 1 (Drosophila) 1.74
Bsx NM 204512 Brain-specific homeobox 1.68
Ascll NM 204412 Achaete-scute complex homolog 1 (Drosophila) 1.67
Nr5a2 NM 205078 Nuclear receptor subfamily 5, group A, member 2 1.59
Gap43 XM 425527 Growth associated protein 43 1.57
Neurog?2 NM 204796 Neurogenin 2 1.57
Sox14 NM 204761 SRY (sex determining region Y)-box 14 1.51
Robo2 XM_416674 Roundabout, axon guidance receptor, homolog 2 (Drosophila) 1.46
Cntn2 NM_ 001004395 Contactin 2 (axonal) 1.39
Slit] XM 421715 Slit homolog 1 (Drosophila) 1.37
Hes6 BX935736 Hairy and enhancer of split 6 (Drosophila) 1.36
Bdnf NM 001031616 Brain-derived neurotrophic factor 1.34
Foxn4 NM 001083359 Forkhead box N4 1.31
Chrdll NM 204171 Chordin-like 1 1.30

Table 1: Example of expression values for genes selected with an absolute fold-change (FC)

>1.3 after Gene Ontology (GO) enrichment. HH10 embryos were treated with DAPT or

DMSO for 16 hours, and global change in gene expression of the forebrain were compared by

microarray analysis. Two GO enriched terms have been selected: Notch signalling pathway

and Nervous system development. This GO term contains 271 enriched genes, 135 were

upregulated. Here we have listed the 23 genes for which we have obtained a RNA probes. The

title and description for each gene were given as well as the accession number and the FC.
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¢ EXPRESSION DYNAMIQUE DE NOUVEAUX MARQUEURS DE NEUROGENESE DANS
LE SYSTEME NERVEUX EMBRYONNAIRE

Notre premiere étude présentée dans I'Article 1 a permis d’identifier de nouveaux
marqueurs de neurogenese au sein de I'hypothalamus mais qui sont également exprimés
dans d’autres territoires neurogéniques tels que I'épithélium olfactif.

Les génes TagIn3 et Chga sont par ailleurs peu décrits dans la littérature et nous avons
entrepris de décrire leur domaine d’expression au cours du développement embryonnaire.

Je présenterai ici les résultats préliminaires obtenus au cours de ma thése qui font I'objet

d’un article en cours de préparation.

1. Dynamic expression in placodal cells of markers of later neurogenesis steps, Nhlh1
and Stmn2

Nhlh1 is an early pan-neuronal marker well known to be expressed in the olfactory
epithelium and cranial ganglions (de la Pompa et al., 1997; Ma et al., 1998; Murdoch et al.,
1999). The expression of Nhlh1 is regulated by the Notch pathway and proneural genes as
Ascll and Neurogl. Nhlh1 is implicated in neurogenesis within olfactory placodal region
(Suzuki et al., 2003). We used Nh/h1 as a marker of neurogenic regions where neurogenesis
was in progress. Moreover, we used Stmn2 as a late pan-neuronal marker of post-mitotic
neurons (Groves et al., 1995; Stein et al., 1988).

The expression pattern of these two markers has not been well described during
early embryonic development of the chick embryo. We show their expression patterns from
stage HH10 to HH22. Interestingly, they could be implicated in the same neurogenesis
process within specific neurogenic territories (Figure 1 A-J).

By HH10, expression of Nhlh1 started in scattered cells within the rostral two-thirds
of the spinal cord (Fig. 1A). This expression was maintained until HH22 where Nhlh1 was also
expressed in dorsal root ganglia (DRG) (Fig. 1E). By HH12, Nhlh1 started to be expressed in
the developing hypothalamus (Figl. B) and was expanded during development. We observed
some Nhlh1" cells in the trigeminal placode area (Tg), which were superposed to few Nhlh1*
isolated cells in the MLF neurons (data not shown) and in the trigeminal ganglia in R1. Nhlh1
aggregated at the level of acoustic ganglia (VII/VIIl) above the otic vesicles (OV) (Fig. 1B). By
HH15, Nhlh1 was first detected in the olfactory epithelium (OE) (Fig. 1C). The expression of
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Figure 29. Expression of neuronal markers in the developing chick nervous system
detected by in situ hybridisation.

Nhih1, Stmn2, Tagin3, Chga and Cntn2 mRNA expressions are reported from HH10 to HH22 on whole-
mount chick embryo. Roman numerals indicate cranial ganglia that express genes.

(DRG: dorsal root ganglia; Hyp: hypothalamus; Nt : neural tube; OE: olfactory epithelium; OV: optic
vesicles; SG: sympathetic ganglia; Tg : trigeminal placode; Ill: oculomotor ; V: trigeminal; VII/VIII:
facial/vestibuloacoustic; IX: glossopharyngeal; X: vagus; XI: cranial accessory, *: npmesV).
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Nhlh1 persisted until HH22 where some cells of OE contacted the rostral telencephalon by
spreading across the forming olfactory bulb. At HH2, Nhlh1 was still expressed in the cranial
ganglia and their respective nerves: trigeminal (V), facial/vestibuloacoustic (VII/VII),
glossopharyngeal (IX) and vagus ganglia (X). By HH18, in a stripe running along the lateral
edge of the ventricular zone corresponding to the oculomotor ganglion (lll) also expressed
Nhilh1 (Fig. 1D). By HH15, scattered cells in the dorsal mesencephalon expressed transient

Nhlh1 because expression disappeared at HH18.

These expression patterns were coherent with previous studies in mouse that have
shown Nhlh1 was expressed in scattered cells of the neural tube within the brain and rostral
two-thirds of the spinal cord and in VII, IX and X cranial ganglia at E9.5 (de la Pompa et al.,
1997; Fode et al.,, 1998). At E10.5, expression also appeared in the dorsal root ganglia
(Murdoch et al., 1999). Together these data implicated Nhlh1 in the formation of a

subpopulation of the early migrating neuroblasts.

It was not surprising that Stmn2 expression was not detected at HH10 (Fig. 1F)
considering that is a marker of terminally differentiated neurons (Groves et al., 1995; Stein
et al.,, 1988). Most interestingly, unlike of Nhlh1, Stmn2 was early expressed in the
developing hypothalamus namely HH12 (data not shown) and maintained within it until at
least HH22 (Fig.1H-J). By HH15, Stmn2 was expressed in scattered cells of the oculo-motor
ganglion domains (Fig. 1H). Stronger expression was detected acoustic ganglia aggregates
and dorsal borders of rhombencephalon where are formed later DRG (Fig. 1H). By HH18,
Stmn2 was expressed in more the defined ganglia aggregates (lll, V, VII/VIII, IX, X) as at HH22
(Figl. I-J). Expression within the ventral plate is continuous from the hypothalamus to the
mesencephalon (Figl. H-J). High Stmn2 expression is also detected along the neural tube.
Finally at HH22, Stmn2 is expressed in the olfactory epithelium and the sympathetic ganglia
(Fig. 1J).

In mouse, Stmn2 was detected at E10 in the dorsal neural-crest derived dorsal
portion and in the ventral trigeminal placodes (Streicher et al., 2000). In the Neurogl mouse

mutant, Stmn2 allowed to identify differentiated neurons at the level of trigeminal,
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Figure 30. Co-expression of pan-neural marker, HuC/D and novel markers

Double labelling for Nhlh1l, Tagnl3, Chga and Cntn2 by in situ and HuC/D by
immunohistochemitry showing the relationship of their expression domains in the cranial
ganglia in HH18 (A-C) and HH21 (D-F) as well as in the lateral olfactory tract in HH21 (G-l).
Roman numerals indicate cranial ganglia that expressed genes

(np: nasal placode, T: rostral telencephalon; V: trigeminal; VII/VIII: facial/vestibuloacoustic;

IX: glossopharyngeal; X: vagus)
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geniculate, vestibule-cochlear, nodose, petrosal, accessory ganglia as well as newly motor
neurons (Wang and Anderson, 1997).

This study provides additional neurogenic domains not previously described characterized by
Stmn2 such as the hypothalamus, oculomotor nerves and olfactory epithelium. Although
NIhl1 and Stmn2 were localized to developing neural structures of the CNS and PNS, it
cannot be definitely ascertained by in situ hybridization if expression was restricted to

developing neurons or to support cells.

2. Dynamic expression in placodal cells for three novel neuronal markers, Chga, Tagin3
and Cntn2
We previously identified three novel neuronal markers at HH13 in the developing
hypothalamus (Ratié et coll., submitted). They have been identified when we compared
control embryos versus DAPT treated embryos, where Notch pathway was inhibited. The
expression of these genes were not restricted to the hypothalamus and seemed to
characterize other neurogenic regions as olfactory epithelium or cranial ganglia. Using
expressions of Nhlhl and Stmn2 that were genes considered as differentiated neurons
markers, we could describe the expression patterns for Tag/n3, Chga and Cntn2 from HH10
to HH22.
TagIn3 was first detected at HH8 in isolated cells within the neural tube (data not shown).
The density of staining increased between HH10 to HH15 (Fig. 1K-M) and however
expression seemed to decrease from HH18 to give way to expression in DRG and and
sympathetic ganglia along the spinal cord (Fig. 1N-O). By HH12, Tag/n3 showed a similar
expression pattern to Nhlh1, except that Tag/n3 expression was absent in the hypothalamus
(Fig. 1L). TagIn3 expression began between HH12 and HH15 in the hypothalamus as well as
in the olfactory epithelium (Fig. 1M). Moreover, Tag/n3 was expressed in cranial ganglia and
respective nerves (1, V, VII/VIII, IX and X) from HH15 to HH22 where staining became more
restricted to ganglia domains (Fig. 1M-0). Then, Tag/n3 decreased at the hypothalamus but
maintained in olfactory epithelium at HH18 and HH22 (Fig. 1N-O). Finally, Tag/n3 was
observed at HH22 along the diencephalic-mesencephalic boundary (DMB) (Fig. 10).
These results were coherent with the previous study of Butchova and collaborateurs

(2010) that showed the same expression pattern at HH20 in cranial ganglia, DRG and spinal

175



176



ganglia (Buchtova et al.,, 2010). Our report showed the dynamic of Tag/n3 expression in
different neurogenic territories and the overlap with neuronal markers presented arguments

in favour of its role in neurogenesis discussed in our previous study (Ratié et al, submitted).

Generally, we observed a similar expression pattern for Chga. In the whole embryo,
its expression began a HH12 in scattered cells along the spinal cord but not as diffuse as the
expression of Nhlh1, Stmn2 and Tagln3 (Fig. 1P-Q)). Indeed, Chga was expressed in two
vertical lines starting below otic vesicles (OV) (Fig.1 Q, arrows) that were denser at HH15
then expression decreased (Fig. 1R-T). Therefore, Chga was expressed in each sympathetic
ganglion and DRG unlike Tag/n3 at HH22 (Fig. 1T). Expression of Chga was detected in the
developing hypothalamus from HH12 to HH15 (Fig. 1Q-S) and in the olfactory epithelium
from HH13 to HH22 (Fig. 1R-T) where some cells followed the same way towards the
telencephalon as for Nhlh1, Stmn2 and TagIn3. Only at HH15, could Chga be detected in the
dorsal mesencephalon corresponding to the npmesV neurones (nucleus of the descending
tract of the mesencephalic tract of the trigeminal nerve) (Fig. 1R, asterisk). In the cranial
ganglia, Chga expression began in the trigeminal placode and acoustic ganglia at HH15 to
give more defined expression domains in I, V, VII/VIII, IX and X ganglia from HH18 (Fig. 1R-
T).

In zebrafish, Chga was expressed in the otic and trigeminal placodes as well as in DRG
precursors at early stages of development (Xie et al., 2008). Later Chga was described in
cranial ganglia, in each somatic segment and stronger in DRG. Few studies reported an
expression pattern for Chga that making it interesting challenge for us to described Chga
expression in chick embryo. Together these data suggest that Chga such as Tag/n3, involved

in neurogenesis of the olfactory epithelium, cranial and spinal ganglia and DRG.

At HH10, Cntn2 presented a slightly different expression compared to the others
genes described in this report (Fig. 1U). Indeed, we observe a strong staining in the neural
tube borders at the level of the rhombomeres 3 and below to the otic vesicles at HH10
(Fig.1U). Along the spinal cord, scattered Cntn2" cells were observed still below otic vesicles
and give rise to acoustic ganglia above (Fig. 1X). Cntn2 was expressed in the trigeminal
placode at HH15 unlike genes reported down here (Figl. W). Moreover, by HH18 Cntn2

appeared in the olfactory epithelium and persisted until HH22 to highlight the cell line that
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contacted the rostral telencephalon (Fig. 1X-Y). At this stage, cranial nerves and ganglia (lll,
V, VII/VIII, IX, X and XI) expressed Cntn2 as well as DRG (Fig. 1 Y). We could also distinguish

Cntn2 in the DMB and MLF neurons (data not shown).

Cntn2 was expressed in neurons of the central and peripheral nervous system in
rodents. More precisely, Cntn2 was detected in commissural neurons, motor neurons,
cranial ganglia and DRG neurons (Hadas et al., 2013; Wolfer et al., 1998). Interestingly, a
recent study identified on the Cntn2 mouse promoter was a binding site for bHLH
transcription factors (E-box), suggesting a potential regulation by proneural or Hes/Hey
transcription factors (Hadas et al., 2013). Cntn2 affects neural differentiation before exit of
the cell cycle and modulate postmitotic neurons generation (Ma et al., 2008a; Ma et al.,
2008b; Xenaki et al., 2011) by antagonising between others members of CNTN family. With
this report we provide the neurogenic potential of Cntn2 in early developing central nervous

system in the vertebrate embryo.

3. Coexpression of Nhlh1, Chga and Tagin3 and Cntn2 in epibranchial-derivated ganglia

HuC/D is a pan-neural marker that labels neuronal cell bodies. The use of this antibody
could be used to confirm the expression of these markers within the neurons. Here, the
cranial ganglia and olfactory epithelium were used to highlight this observation.

First we observe an overlapping between HuC/D and Nhlh1, Tagln3, Chga and Cntn2 in
the five cranial ganglia (V, VII, VIII, IX, X) at HH18 and HH21 (Fig. 2A-H). By HH18, the
olfactory placode began to invaginate and by HH22 the olfactory pothas formed in a bowl-
like shape. Our results indicated that these four genes are expressed in neurons. By HH22
the expression of the markers, Nhlh1, Tagin3, Chga and Cntn2 within the cranial ganglia was
much more concentrated to the ganglia (Fig. 2E-H).

Cranial ganglia are different embryonic origins, they came from neural crest,
epibranchial, hyoid and otic placode (Morales et al., 2007). The trigeminal ganglia and their
associated nerves V, is composed of two patches from epibranchial placode and one from

neural crest. The geniculate ganglion (VII) derived from epibranchial placode as the petrosal
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(IX) and nodose (X) ganglia unlike facial ganglia that derived from otic placode. Finally ciliary
(1), superior (IX-p) and jugular (X-p) ganglia derived from neural crest.

Interestingly, the neuronal makers, Tag/in3, Chga and Cntn2 seem to be expressed
only in epibranchial parts of different ganglia. To confirm this hypothesis, a co-expression
between the markers and HNK-1 a specific marker of neural crest cells (Morales et al., 2007)

is in progress.

4. Coexpression of Nhlh1 and Chga in cells of lateral olfactory tract

Neurons projections produced primary axons from the olfactory bulb (OB) that grows
preferentially into the ventro-lateral part of the telencephalon to form the lateral olfactory
tract (LOT). Olfactory sensory neurons can be characterized by HuC/D expression that
marked post-mitotic neurons (Fornaro et al., 2003; Maier and Gunhaga, 2009).

Within the olfactory epithelium all the markers presented here were expressed and
we observed an overlap between Nh/h1 and Chga expression in the nasal pit as well as in the
LOT with HuC/D staining (Fig. 2M, N). Interestingly, within the migratory stream of neurons
that are migrating towards the telencephalon, Tag/n3 was not present within these neurons
like Nhlh1 and Chga (Fig2. O). At the opposite, Cntn2 was only expressed in the migratory

stream of neurones (Fig2. P)

In this study, we have analysed the temporal and spatial expression of Stmn2, Nhilh1,
Chga, Tagln3, Cntn2 and HuC/D during the early development of the cranial ganglia and
olfactory placode. The expression of Tagin3, Chga and Cntn2 was partially described before
in cranial ganglia (Buchtova et al., 2010; Hadas et al., 2013; Wolfer et al., 1998; Xie et al.,
2008). At the opposite, these markers were never described before during olfactory placode

neurogenesis.
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¢ LE GENE SHH EST REGULE PAR LA VOIE NOTCH AU NIVEAU DE LA LIGNE
MEDIANE

Notre analyse transcriptomique réalisée a partir d’ARNs extraits du cerveau antérieur
des embryons a révélé, notamment, une forte diminution de I'expression du géne Shh. Or,
ce géne est considéré comme le géne majeur impliqué dans I’'HPE (Mercier et al., 2011).

Chez 'embryon de poulet, Shh est exprimé au niveau du Nceud de Hensen dés le stade
HH5, qui correspond au début de la gastrulation (Aglyamova and Agarwala, 2007) puis a
partir de HH6, la molécule SHH est sécrétée par la plaque préchordale et la notochorde pour
induire la plague neurale. A partir du stade HH10, Shh est spécifiquement exprimé dans
I’'hypothalamus en développement avec une limite antérieure qui correspond a
I’hypothalamus antérieur (Bardet et al.,, 2010; Ratié et al.,, accepté pour Neural

Development).

Dans cette région, |'activité de SHH est nécessaire a I'expression du géne Nkx2.1, un
marqueur spécifique des précurseurs hypothalamiques (Dale et al., 1997; Ohyama et al.,
2005). Nous avons précédemment montré que cette expression dans I’hypothalamus
antérieur était chevauchante avec I'expression des acteurs de la voie Notch (Ratié et al.,
accepté pour Neural Development). L'induction et le maintien de I'expression de Shh dans
cette région dépendent de nombreux facteurs de signalisation comme Nodal, BMP ou Fgf
(Manning et al., 2006; Mathieu et al., 2002; Ohyama et al., 2008; Pearson et al., 2011; Rohr
et al., 2001) qui sont également des voies impliquées dans I'apparition de I’'HPE (Arauz et al.,
2010; Klingensmith et al., 2010; McCabe et al., 2011; Yang et al., 2010).

Pour tester si 'expression de Shh était également sous la dépendance de la voie Notch,
nous avons évalué son expression par hybridation in situ en condition d’inhibition de la voie

Notch. Ces résultats qui sont préliminaires vous sont présentés ci-apreés.
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Figure 31. Une perte systématique de I’expression de Shh dans I’hypothalamus en
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développement

Validation de I'expression différentielle de Shh chez des embryons traités au DAPT au stade
HH10 puis cultivés pendant 16h. A. Vue latérale B. Vue ventrale du tube neural disséqué des
embryons présentés en A. On observe une absence d’expression de Shh au niveau de
I’hypothalamus (*) alors qu’elle est conservée dans le reste du tube neural.

D : diencéphale ; M : mésencéphale ; R : rhombencéphale ; T : télencéphale ; VO : vésicules
optiques
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1. Plusieurs marqueurs de lidentité hypothalamique sont sous-exprimés en

absence d’activité Notch.

Les territoires hypothalamiques du prosencéphale naissent d’une région caractérisée par
I'expression de Shh, Nkx2.1 et Nkx2.2 (Marin et al., 2002; Pan et al., 2004; Szabo et al.,
2009).

D’apres I'enrichissement par Gene Ontology pour le terme Développement du systeme
nerveux, 136 genes présentent un profil de sous-expression en condition d’inhibition de la
voie Notch dans le cerveau antérieur. Parmi ces genes, on retrouve le géne Shh (FC=-2,42)
mais également deux de ses principales cibles Nkx2.1 (FC=-3,64) et Nkx2.2 (FC=-1,33)
(Briscoe et al., 2000; Gulacsi and Anderson, 2006).

Nous avons souhaité valider la dérégulation de I'expression de ces trois genes par
hybridation in situ chez 'embryon de poulet dans les mémes conditions expérimentales que
celles utilisées pour I'analyse du transcriptome. Des embryons au stade HH10 ont été
disséqués et cultivés selon la méthode de culture roller (Figure 28) soit en présence de
DMSO soit en présence de l'inhibiteur de la voie Notch, le DAPT a 40uM (Ratié et al., accepté

pour Neural Development).

Dans ces conditions nous avons observé que I'expression de Shh était anormalement
absente spécifiquement dans la région antérieure de son domaine normal d’expression
(Figure 31). En effet, la vue latérale présentée dans la Figure 31 montre que chez les
embryons traités au DAPT, Shh est spécifiquement absent dans la région la plus rostrale de
son expression (Figure 31A). A contrario, son expression est conservée dans les régions plus
postérieures correspondant au plancher du mésencéphale, du rhombencéphale et de la
moelle épiniére chez les embryons traités au DAPT (Bardet et al., 2010; Persson et al., 2002;
Ribes and Briscoe, 2009).

Cette sous expression est totalement pénétrante (n=20). La vue ventrale du tube neural
disséqué montre que cette région correspond au diencéphale ventral situé dans I'axe des
deux vésicules optiques (Figure 31B).

Chez les embryons traités au DAPT, le méme type de sous expression est observé pour
Nkx2.1 et Nkx2.2. Aprés le traitement au DAPT, |'expression de ces deux génes est

clairement diminuée voire absente au niveau du primordium de I’hypothalamus qui exprime
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Figure 32. Validation de I'’expression différentielle de Nkx2.1 et Nkx2.2 chez des embryons

traités au DAPT

A. Vue latérale B. Vue latérale du tube neural disséqué. Expression de Nkx2.1 chez des
embryons contréles (DMSO) ou traités au DAPT au stade HH10 puis cultivés pendant 16h. On
observe une perte de l'expression de Nkx2.1 au niveau de la partie antérieure de
I’hypothalamus chez les embryons traités au DAPT.

C. Vue latérale D. Vue ventrale du tube neural disséqué. Expression de Nkx2.2 chez des
embryons contréles (DMSO) ou traités au DAPT au stade HH10 puis cultivés pendant 16h. On
observe une trés forte diminution de I'expression de Nkx2.2 au niveau de I’hypothalamus
antérieur chez les embryons traités au DAPT.

D : diencéphale ; Hyp : hypothalamus ; LH : hypothalamus latéral ; M : mésencéphale ; PH :
hypothalamus postérieur ; R : rhombencéphale ; T : télencéphale ; VO : vésicules optiques ; *
partie antérieure de I’hypothalamus
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ordinairement ces genes (Figure 32A et B). Nkx2.1 est normalement détecté dans la région
ventrale du cerveau antérieur au niveau de I'hypothalamus antérieur, latéral et postérieur
chez les embryons contréles (Bardet et al., 2010). Son expression est spécifiquement
absente dans la région antérieure chez les embryons traités au DAPT (Figure 32B) alors
gu’elle est maintenue dans les autres domaines de I’hypothalamus.

De méme, Nkx2.2 est exprimé dans la région ventrale du cerveau antérieur au niveau de
la partie antérieure de I’hypothalamus chez les embryons contréles (Figure 32C). Son
expression est trés fortement diminuée dans cette région dans les embryons traités au DAPT
(Figure 32D). Son expression au niveau du tube neural est quant a elle maintenue (Figure

32C) (Holz et al., 2010; Schafer et al., 2005).

Ces résultats bien que préliminaires sont essentiels car ils vont clairement dans le sens
d’un role de la voie Notch au cours de la mise en place de la lighe médiane antérieure, la
structure responsable de I'apparition d’"HPE. Il est important de rappeler a ce stade qu’une
perte d’expression spécifique de Shh et Nkx2.1 dans cette région de la ligne médiane est
caractéristique d’un phénotype HPE (Allen et al., 2007; Anderson et al., 2002; Higashiyama
et al., 2007; Lowe et al., 2001; Vincent et al., 2003; Yang et al., 2010).

Plusieurs cascades de signalisation, dont Notch et Shh, interagissent au cours de la
prolifération et de la différenciation neuronale (Agarwala et al., 2001; Aglyamova and
Agarwala, 2007; Komada et al., 2008; Lardelli et al., 1996). Cependant, peu d'études ont
porté sur l'interaction entre ces cascades de signalisation en particulier au niveau du
plancher du diencéphale (Crawford and Roelink, 2007; Schafer et al., 2005; Schafer et al.,
2007).

Actuellement, nous ne sommes pas en mesure de conclure sur le mécanisme d’inhibition
de I'expression de Shh en absence d’activité Notch dans I'hypothalamus antérieur. Plusieurs

pistes peuvent-étre suivies:

a) Nous avons montré dans I'Article 1 que cette méme région présentait une neurogenése

précoce en absence d’activité Notch (Ratié et al., accepté). L’absence de Shh peut donc étre
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Valeur

Génes Numéro d’accession Description du FC
Acteurs de la voie Sonic Hedgehog
Shh NM_204821 Sonic hedgehog -2,26
Nkx2.1 NM_204616 NK2 homeobox 1 -3,64
Nkx2.2 NM_426104 NK2 homeobox 2 -1,33
Glit ue0762 Zinc finger protein GLI1 Fragment (GLI) -1,27
Gli2 NM_001098851 GLI-Kruppel family member GLI2 -1,05
Gli3 AF222990 GLI-Kruppel family member GLI3 1,59
Genes identifiés dans 'hypothalamus en développement
Ascl1 NM_204412 Achaete-scute complex homolog 1 (Drosophila) -1,21
Chga CR523039 Chromogranin A (parathyroide secretory protein 1) -1,56
Tagin3 XM_416634 Transgelin 3 -1,66
Cnitn2 NM_001004395 Contactin 2 (axonal) -3.1
Chrdl1 NM_204171 Chordin-like 1 -1,46
Tableau 5: Valeurs d’expression différentielles obtenues lors de I'analyse

transcriptomique sur des embryons traités a la cyclopamine.
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consécutive a la phase post-mitotique découlant de la neurogenese précoce. En effet, Shh
est nécessaire a I'activation de la cycline D1 dans la plaque neurale et contribue ainsi a la
maturation progressive du tube neural en maintenant I'activité mitotique (Ishibashi and
McMahon, 2002; Lobjois et al., 2004). La signalisation Shh par I'intermédiaire des protéines
GLI, régule la phase G1 du cycle cellulaire des cellules neurales progénitrices. La voie de
signalisation Shh régule finalement de fagon indépendante I'établissement, la prolifération
et la survie des cellules neurales en activant par exemple I'expression de géenes anti
apoptotiques tel Bcl2 (Cayuso et al., 2006). La diminution du signal Shh dans nos expériences

pourrait donc étre secondaire a la différenciation précoce des neurones hypothalamiques.

b) Il est également envisageable qu’une interaction directe entre la voie Notch et la voie Shh
existe et soit nécessaire pour la différenciation neuronale au sein de I’hypothalamus.
(Dominguez et al., 2010; Marin et al., 2002; van den Akker et al., 2008). Dans ce cas, Shh
serait donc régulé par la voie Notch au cours de la différenciation de la ligne médiane

antérieure.

2. Les marqueurs de neurogenése sont sous exprimés en présence de cyclopamine

En paralléle, nous avons entrepris de réaliser une analyse transcriptomique aprés
inhibition de la voie Shh, selon le méme protocole que lors de I'inhibition de la voie Notch.
Pour cela, les embryons ont été cultivés comme précédemment (Ratié et al., accepté pour
Neural Development) mais en présence de I'inhibiteur de la voie Shh, la cyclopamine (Chen
et al., 2002a; Incardona et al., 1998; Mercier et al., 2013). Les méthodes de prélévement,
d’hybridation sur puce Agilent 4x44k de génome de poulet ainsi que d’analyse des résultats
sont effectuées de facon strictement identique a celle décrite dans I’Articlel (Ratié et coll.,
soumis). Ce traitement n’entraine pas de malformation morphologique notable.

En accord avec la littérature, nous observons que Nkx2.1 et Nkx2.2 sont fortement
sous exprimés chez les embryons traités a la cyclopamine (Dale et al., 1997; Ericson et al.,
1995) (Tableau 5). D’autres geénes apparentés a la voie Shh révélent également des
variations d’expression attendues : Glil, Gli2 et Gli3 (Borycki et al., 2000; Dai et al., 1999;
Lipinski et al., 2006) (Tableau 5).
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Ascl1

Nhlh1

Tagin3 J

L— controle — Cyclopamine - ‘—“ Contrdle

Figure 33. Localisation de la perte d’expression d’Ascl/l, Nhlhl et Tagin3 chez des

embryons traités a la cyclopamine

Hybridation in situ réalisées sur des embryons contréles et traités a la cyclopamine a HH10.
A,C,E Vues latérales. B,D,F Vues ventrales de la téte embryons présentés en A,C, E.

D : diencéphale ; Hyp : hypothalamus ; OF : épithélium olfactif ; Gg : ganglions craniaux ; M :
mésencéphale ; T : télencéphale ; VO : vésicules optiques
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Cependant, nous avons été surpris de constater que le gene proneural Ascll et le
géne neural Nhlh1 étaient également sous exprimés lors de I'inhibition de la voie Shh. Ceci
est contradictoire avec une étude récente suggérant qu’Ascl/1 pourrait étre une cible directe
de GLI2 (Voronova et al., 2011).

De méme, les genes Tagln3, Chga, Cntn2 ou encore Chrdl1 présentent tous une sous
expression chez les embryons traités a la cyclopamine (Tableau 5). Cette sous-expression en
présence de cyclopamine a été confirmée par hybridation in situ pour les génes Ascl1, Nhlh1
et TagIn3 sur des embryons cultivés dans les mémes conditions que pour ['analyse
transcriptomique (Figure 33). Il est intéressant de noter que ces génes sont spécifiquement
sous exprimés dans I'hypothalamus antérieur en absence d’activité Shh. Par ailleurs, leur
expression au niveau du mésencéphale dorsal, de I'épithélium olfactif et des ganglions

trijumeaux est conservée (Figure 33).

Tres récemment nous avons observé qu’en présence de cyclopamine le géne Hes5
était sous exprimé dans le prosencéphale d’embryon de poulet au stade HH13. Ce résultat
placerait la voie Shh en amont de la voie Notch (données non présentées).

A ce stade de notre étude, nous pouvons conclure qu’il existe une interaction entre la
voie Notch et Shh au niveau de la ligne médiane. Cependant, notre étude montre que cet
événement implique des interactions moléculaires qui sont probablement multiples et

associées a des processus de différenciation cellulaire.
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Partie 2.

¢ Article 2. NOUVELLES DONNEES CONCERNANT LES CORRELATIONS GENOTYPE-
PHENOTYPE DANS UNE SERIE EUROPEENNE DE CAS D’HOLOPROSENCEPHALIE
Journal of Medical Genetics

Mercier S, Dubourg C, Garcelon N, Campillo-Gimenez B, Gicquel |, Belleguic M, Ratié L,

Pasquier L, Loget P, Bendavid C, Jaillard S, Rochard L, Quélin C, Dupé V, David D, Odent S.

A partir de données cliniques et moléculaires de la cohorte de patients présentant un
phénotype HPE, établie a Rennes depuis 1996, Sandra Mercier a réalisé une étude de
corrélation génotype-phénotype.

Mon role dans cette étude a été de répertorier les données de I'étude pangénomique
par CGH-array sur I'ensemble de plus de 300 patients analysés au Centre Hospitalier
Universitaire de Rennes. Cela m’a permis d’établir une liste des délétions et amplifications
identifiées chez les patients et d’y associer leur phénotype HPE. Ces données ont été
enregistrées dans la base de données répertoriant I'ensemble des patients de la cohorte de
Rennes. Ce regroupement de données cliniques et moléculaires, a permis a Sandra Mercier
d’établir des corrélations génotype-phénotype par des analyses statistiques.

Les données moléculaires regroupent non seulement les analyses de CGH-array mais aussi le
résultat des études moléculaires systématiques des 4 principaux genes pour I'HPE, soit SHH,

ZIC2, SIX3 et TGIF, ainsi que I'étude du gene GLI2 pour 208 proposants.

La fréquence des mutations a été répertoriée et est comparable a celle de la
littérature pour les génes SHH (10,4%), ZIC2 (8,2%), SIX3 (5,1%) et TGIF (1,7%). Ajouté a cela
un taux élevé d’héritabilité des mutations ponctuelles a été retrouvé pour SHH, SIX3 et TGIF
>70%) et un taux plus faible pour SIX3 (30%). Une analyse du sexe-ratio a également été
réalisée, démontrant une prédominance féminine plus marquée pour les genes ZIC2 et SIX3.
De la méme facon, des mutations des génes SIX3 et ZIC2 s’averent représentatifs dans les
formes les plus sévéres d’HPE alors que les microformes sont plus souvent associées aux

formes mineures.
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Par la suite, nous avons défini quatre catégories de malformations cranio-faciales
allant des formes les plus séveres (1) jusqu’aux formes moins séveres et moins spécifiques
(4). Il est apparu une corrélation significative pour les proposants porteurs des génes SHH,
SIX3 et TGIF avec ces différentes catégories.

Ce travail a également permis de détailler des malformations cérébrales comme des
cas de rhombencéphalosynapsis (RES). Cette pathologie est considérée comme I'équivalent
de I'HPE au niveau du cervelet. L'étude du RES est également un projet de I'équipe, abordé
ici dans I’Annexe 1. Des troubles de la migration neuronale et des anomalies de fermeture
du tube neural ont été retrouvés dans ces cas porteurs de mutations du gene ZIC2. Enfin, les
anomalies extra-craniofaciales ont été relevées et indiquent qu’une importante proportion

de ces anomalies est associée au géne ZIC2.

Grace a 'analyse de ces corrélations génotype-phénotype, un modele algorithmique
a pu étre construit pour objectif de préciser la stratégie moléculaire a adopter ainsi que le
conseil génétique. Cependant, I’'HPE posséde une origine multifactorielle ce qui rend les
corrélations génotypes-phénotypes délicates. En effet, de par son hétérogénéité
phénotypique et I'influence de facteurs génétiques comme environnementaux, le modeéle de
pathologie dite « multi-hit » a été évoqué pour I'Holoprosencéphalie (Ming et al., 2002). La
variabilité observée résulterait de la combinaison d’au moins deux évenements
indépendants et non d’un événement unique (Roessler and Muenke, 2010).

Nous avons vu précédemment que plusieurs voies de signalisation interagissaient
entre elles au cours des processus de développement perturbés dans le cas d’une
Holoprosencéphalie. L'observation de patients porteurs de doubles mutations associées a

des réarrangements suggéere une réalité du modele multi-hit.

Afin d’étudier la perturbation de différentes voies de signalisation au cours du
développement précoce du cerveau, Sandra Mercier a également utilisé le modéle
d’embryon de poulet pour tenter de reproduire les conditions physiopathologiques de I’'HPE

(cf : Article 3).
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ORIGINAL ARTICLE

New findings for phenotype—genotype correlations in
a large European series of holoprosencephaly cases

Sandra Mercier,"? Christele Dubourg,?> Nicolas Garcelon,” Boris Campillo-Gimenez,*
Isabelle Gicquel,” Marion Belleguic,' Leslie Ratié,* Laurent Pasquier,’ Philippe Loget,”
Claude Bendavid,? Sylvie Jaillard,” Lucie Rochard,? Chlog Quélin," Valérie Dupé.?

Véronique David,? Sylvie Odent'?

ABSTRACT

Background Holoprosencephaly (HPE) is the most
common forebrain defect in humans. It results from
incomplete midline cleavage of the prosencephalon.
Methods A large European series of 645 HPE probands
(and 699 relatives), consisting of 51% fetuses and 49%
liveborn children, is reported.

Results Mutations in the four main genes involved in
HPE (SHH, ZIC2, SIX3, TGIF) were identified in 25% of
cases. The SHH, SIX3, and TGIF mutations were
inherited in more than 70% of these cases, whereas 70%
of the mutations in Z/C2 occurred de novo. Moreover,
rearrangements were detected in 22% of the 260
patients screened by array comparative genomic
hybridisation. 15 probands had two mutations providing
additional support for the ‘'multiple-hit process’ in HPE.
There was a positive correlation between the severity of
the brain malformation and facial features for SHH, SIX3,
and TG/F, but no such correlation was found for ZIC2
mutations. The most severe HPE types were associated
with SIX3 and Z/IC2 mutations, whereas microforms were
associated with SHH mutations. The study focused on
the associated brain malformations, including neuronal
migration defects, which predominated in individuals
with ZIC2 mutations, and neural tube defects, which
were frequently associated with ZIC2 (rachischisis) and
TGIF mutations. Extracraniofacial features were observed
in 27% of the individuals in this series (up to 40% of
those with ZIC2 mutations) and a significant correlation
was found between renal/urinary defects and mutations
of SHH and ZIC2.

Conclusions An algorithm is proposed based on these
new phenotype—genotype correlations, to facilitate
molecular analysis and genetic counselling for HPE.

INTRODUCTION

Holoprosencephaly (HPE; MIM 236100) is the
most common brain malformation in humans. It
results from incomplete midline division of the
prosencephalon between days 18 and 28 of gesta-
tion.! 2 The estimated prevalence of HPE in live-
born children is less than 1/10000, but the
incidence may be as high as 1/250 in first trimester
conceptuses.® ¥ HPE is usually associated with
facial abnormalities, such as cyclopia, proboscis, or
cleft lip/palate in cases of severe HPE. It has been
said that “the face predicts the brain” but this rule
is not applicable in all cases.” © Three classical

anatomical classes have been described, in
increasing order of severity: lobar, semi-lobar, and
alobar HPE. The full spectrum of HPE also includes
middle interhemispheric variants (MIH) or synte-
lencephaly, septopreoptic HPE and microforms
characterised by midline defects (eg, single maxil-
lary median incisor (SMMI) or hypotelorism)
without the brain malformations typical of
HPE.7710

Not only is HPE phenotypically highly variable,
its aetiology has also been shown to be very
heterogeneous.'' ™" Indeed, HPE may be caused by
chromosome abnormalities, such as trisomy 13, 18,
and triploidy in particular, or may be one of the
components of a multiple malformation syndrome,
such as Smith—Lemli—Opitz or CHARGE
syndrome. HPE may also result from exposure to
maternal diabetes or hypocholesterolaemia during
gestation.'* !® Four major genes responsible for HPE
have been characterised—SHH, ZICz, SIX3, and
TGIF—and another nine seem to play a lesser role
in the occurrence of HPE.'® #° The ‘multiple-hit
hypothesis’ is now the most widely accepted model
of HPE. According to this hypothesis, combinations
of mutations in major and/or minor HPE genes lead
to the occurrence of HPE and may account for
variability in terms of severity.'® Genetic counsel-
ling thus remains very complex for families
affected by HPE." There are clearly many interac-
tions between the various signalling pathways
involved in forebrain development that remain to
be elucidated.

It is therefore difficult to establish phenotype—
genotype correlations for this disease, due to the
large number of interacting factors. Studies of large
series are therefore required. We and others have
reported specific findings, including in particular
the description of particular microforms
often associated with SHH, the predominance of
severe forms in subjects with SIX3 mutations, and
a ZIC2 specific phenotype with minor facial
features.® 7 18721

We report here clinical and molecular data for the
largest ever European series, including 645 probands
and their relatives and a high proportion of fetuses;
only one larger series has been described, based
solely on children with HPE (National Institutes of
Health, Muenke’s team).?! We aimed to identify
new phenotype—genotype correlations in an
updated large series of probands with at least one
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mutation in an HPE related gene and/or at least one rearrange-
ment identified on array comparative genomic hybridisation
(CGH) analysis. Our statistical analyses confirm previous
reports and focus, for the first time, on additional features, such
as associated brain malformations, neural tube defects, and
extracraniofacial defects. We propose a new algorithm based on
these phenotype—genotype correlations, with the aim to guide
molecular analysis strategies.

PATIENTS AND METHODS
In 1996, a European network for HPE was set up in Rennes,
France.® ? '8 22 Clinical data for about 1500 patients, including
645 HPE probands and 699 relatives, were analysed and DNA
was prospectively collected. All the data were input into
a specific secure online database.

This study was approved by the institutional review board.
All samples and clinical data were collected after informed
consent had been obtained.

Molecular analyses

The four major HPE associated genes (SHH, ZIC2, SIX3, TGIF)
were routinely analysed by denaturing high performance liquid
chromatography (dHPLC) and/or direct sequencing in probands.
The mode of inheritance was determined in cases in which
samples from the parents were available. We analysed the GLI2
gene in 208 HPE patients selected on the basis of a pituitary
gland defect.*~%

We also searched for microcytogenetic rearrangements by
multiplex ligation probe amplification (MRC-Holland) on the
four genes. Array CGH was performed with the Agilent Human
Genome Microarray 44A and 244A kits (Agilent Technologies,
Santa Clara, California, USA), for 260 patients.26

Clinical data

We collected data relating to facial morphology and associated
features. This study focused on HPE patients without known
chromosomal abnormalities that could be picked up by standard
cytogenetic analysis and without identified syndromes.

We defined four categories of facial abnormality, in descending
order of medical severity: (1) very severe phenotypes, such as
cyclopia, ethmocephaly (proboscis), cebocephaly; (2) premaxil-
lary agenesis, cleft lip or palate, and less severe eye abnormalities
(coloboma, retinal dysplasia); (38) mild midface malformations,
such as pyriform sinus stenosis and choanal stenosis; (4) the
mildest abnormalities, hypotelorism, and other mild non-specific
defects such as SMMI and normal faces.

Associated brain malformations not included in the typical
spectrum of HPE were also considered. These malformations
included, in particular, posterior fossa abnormalities, such as
rhombencephalosynapsis (RES), cerebellar hypoplasia, and
agenesis, but also pituitary defects and gyral and neuronal
abnormalities. Neural tube defects, such as myelomeningocoele,
rachischisis, and spina bifida, were considered independently of
the associated brain malformations.

Extracraniofacial defects were essentially classified into six
groups: (1) heart defects; (2) visceral malformations (abnormal
lung lobulation, Iung hypoplasia, thymus hypoplasia, adrenal
hypoplasia, adrenal cytomegaly, common mesentery, single
umbilical artery, diaphragmatic hernia, exomphalos, inguinal
hernia, oesophageal atresia, intestinal stenosis); (3) genital
malformations (micropenis, hypospadias, external and internal
genital organs); (4) renal/urinary abnormalities (ureteral dilata-
tion, renal hypoplasia); (5) skeletal abnormalities (sacral agenesis

J Med Genet 2011;48:752—760. doi:10.1136/jmedgenet-2011-100339

and costovertebral abnormalities); (6) abnormalities of
the extremities (club hand or foot, postaxial polydactyly,
brachydactyly, clinodactyly or simian crease).

Statistical analysis

The percentages in this report were calculated for the patients
with documented data, as exhaustive clinical data were not
available for all cases.

Variables are expressed as numbers and percentages.
Comparisons were based on Pearson’s ¥ test and Fisher’s exact
tests, as appropriate. Correlations between ordinal variables
were analysed by calculating Spearman’s rank correlation coef-
ficient and Goodman and Kruskal’s y. We used a type I error of
0.05, by convention, and all analyses were studied carried out
with R software V.2.12.2.%

RESULTS

The main data, including HPE type, facial abnormality category,
associated brain malformations, neural tube defects, and
extracraniofacial malformations, are shown in table 1.

The series

The series contained 645 probands, including 51% fetuses, and
699 relatives. The sex ratio of 1.2:1 (female:male) was consistent
with a slight female predominance.

Systematic molecular analyses showed point mutations or
deletions in the four major genes involved in HPE (SHH, ZIC2,
SIX3, TGIF) in 25.4% of the subjects (164 probands; figures 1
and 2).6 18 21 28780 More fetuses than children were found to
carry an HPE associated gene deletion (68% vs 32%). Previous
array CGH analysis showed rearrangement rates as high as 25%
in an initial study of 120 patients.? We describe here an addi-
tional 140 undergoing screening, with rearrangements identified
in 22% (n=56) of the total of 260 probands (table 1).

The most severe cases of HPE were assigned to facial defect
category 1 or 2, whereas most of the microforms were classified
as category 3 or 4 (figure 3). As expected, category 4 included all
cases of MIH and, surprisingly, a relatively high proportion of
the cases of alobar or semilobar HPE. RES, the equivalent of HPE
in the cerebellum, was described in six HPE cases and schi-
zencephaly was reported as potentially associated in only three
cases.®! Extracraniofacial features were observed in 70 cases,
including 13 cases of multiple congenital malformations mostly
concerning abnormalities of the extremities, such as club hand
or foot, simian crease, postaxial polydactyly (five cases), and
visceral malformations, frequently with lung defects. Further-
more, three cases of situs inversus were observed.

An HPE spectrum disorder was reported in 79 of the 699
relatives (29% in parents and 71% in other relatives). All affected
parents were diagnosed with brain microforms, which accounted
for 44% of the abnormalities in these 79 relatives. More severe
forms were reported in other relatives, such as siblings or cousins:
26% alobar HPE, 13% semi-lobar HPE, and 7% lobar HPE. Facial
abnormalities were correlated with HPE severity: 26% category
1, 13% category 2, 10% category 3, and 51% category 4. Asso-
ciated brain malformations were observed in 6% of the affected
relatives and neural tube defects were found in 8%. Extrac-
raniofacial malformations were reported in 16% of relatives,
including only two cases of multiple congenital malformations.

SHH

SHH mutations were found in 67 probands (10.4%) and in 47
relatives from 59 different families, confirming that SHH was
the gene most frequently mutated in HPE. An HPE spectrum
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Figure 2 Point mutations and inheritance of the SHH, ZIC2, SiX3, and TGIF genes. SHH: 41 different variations (73% missense, 27% nonsense or
frameshift mutations); 73% inherited point mutations, predominantly of maternal (67%) rather than paternal (33%) origin. ZIC2: 44 different point

mutations (29% missense, 55% nonsense or frameshift, 13% polyalanine tract, 3% splice alterations) with 70% occurring ‘de novo’ and two cases of
probable germline mosaicism. SIX3: 18 different point mutations (78% missense, 22% nonsense or frameshift). TGIF: three missense mutations and one

nonsense mutation. The pathogenicity of these alterations has been confirmed by predictive or functional studies.

6 18 28-30 GgnBank accession

numbers are NM_00193.2 for SHH cDNA, NM_007129.2 for Z/C2 cDNA, NM_005413.2 for S/X3 cDNA, and NM_003244.2 for TGIF cDNA.

mostly visceral abnormalities and abnormalities of the extrem-
ities, was associated with ZIC2 mutations, including eight cases
of multiple congenital malformations.

SIX3

SIX3 mutations were identified in 33 probands (5.1%) and 21
relatives. Microforms were found in three of the 17 parents. The
sex ratio was in favour of a higher proportion of females.
Very severe HPE, such as alobar HPE and atelencephaly, was
described in 57% of cases. In one family, a missense mutation
was found in a mother and her three fetuses with alobar HPE or
atelencephaly.®? *

Probands with SIX3 mutations mostly had severe facial features
(category 1 or 2). Severe ophthalmological defects were often
reported with SIX3 mutations, as shown by a high percentage of
category 1 abnormalities, and coloboma was found in two cate-
gory 2 cases. Associated brain malformations were mentioned in
only 6% of the probands with SIX3 mutations, including one case
of gyrus abnormality associated with heterotopia. Finally, only
one case of multiple congenital malformations was reported, with
no heart defects among the extracraniofacial features.

J Med Genet 2011;48:752—760. doi:10.1136/jmedgenet-2011-100339

TGIF

TGIF mutation was found in only 11 probands (1.7%) and eight
relatives, including five parents with no reported HPE spectrum
disorder. The sex ratio (1.3:1) was similar to that for the series as
a whole. HPE tended to be of the alobar type, and facial defects
were mostly severe: 82% of probands were classified as category
1 or 2. Associated brain malformation was reported in only one
case of ectopic posterior pituitary gland. The extracraniofacial
abnormalities were not specific (one case of multiple congenital
malformations).

GLI2

Evidence for a minor role of GLIZ was provided by the very low
rate of mutations in this gene in HPE spectrum disorders.
Indeed, GLI2 mutation was found in only three probands (1.4%
in selected patients) and three relatives. Two of these missense
mutations may be involved in the disorder, but the pathoge-
nicity of the third mutation could not be established with
certainty. Samples from the parents were available for one
patient, and analysis of these samples showed the mutation to
be inherited. The brain malformations observed were lobar,
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Figure 3 Face defect category, as
a function of holoprosencephaly (HPE)
type, for the series as a whole, g l

probands with abnormal array 50%
comparative genomic hybridisation 'l |

findings, and with altered SHH, ZIC2, 40% | ‘
SIX3, and TGIF genes. The results ' |
presented are based on the data for 369 i |
informative probands. Considering |
a positive gradient of severity from
category 1 to category 4 in Spearman’s 10% |
rank correlation test, we found \
a significant correlation between the
severity of HPE type and facial features
for the entire series (p<0.001) and for
the SHH (p<0.001), SIX3 (p<0.001),
and TG/F (p<0.001) subgroups, but not
for the ZIC2 subgroup (p=0.5). 50%. =

SIX3

50%

semi-lobar and alobar HPE with facial abnormalities of category
2 or 4 (one undocumented case).

Interestingly, one fetus presented the combination of a GLI2
missense mutation, inherited from an asymptomatic mother,
with a de novo 13q deletion including the ZIC2 gene. The
proband had alobar HPE with complex heart malformations,
bilobulated lung, gallbladder agenesis, hypospadias, no thumb or
first metacarpal, and ungual hypoplasia.

Microrearrangements

Array CGH analysis identified rearrangements in 22% (56 cases)
of the 260 probands. These rearrangements had arisen de novo in
14% and were inherited in 8%. They consisted of 45 isolated
microdeletions (80%), including one ring chromosome and 19
microduplications (20%), with double rearrangements in eight
cases. The rearrangement included one of the main HPE genes
(SHH, ZIC2 or TGIF) in eight probands. Recurrent rearrange-
ments, involving MACROD2 (20p) in seven cases and PATCHD3
(10p) in six cases, were found to occur at a higher rate than in
the general population.

The 56 probands with rearrangements included 59% fetuses
and 41% liveborn children, with a balanced sex ratio (1.04:1).
HPE types and facial features were evenly distributed, but with
a higher frequency of semilobar forms or microforms and of
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category 2 (38%) or 4 (46%) than in the global series (table 1,
figure 3). Extracraniofacial malformations included four multiple
congenital abnormalities with no pronounced association.
Finally, we report seven cases in which a deletion or duplication
was associated with a single mutation in an HPE related gene
(SHH, ZIC2, and SIX3) (table 2). The three fetuses and four
children concerned had either isolated or syndromic HPE, with
very various phenotypes in terms of HPE type and facial features.

Statistical analyses

We carried out statistical analyses to identify significant
phenotype—genotype correlations. The population of probands
with rearrangements was highly heterogeneous. We therefore
decided to focus on probands with mutations in SHH, ZIC2,
SIX3, and TGIF, comparing these probands with those with no
mutation in these genes.

Proportions of fetuses and children

As expected, the fetuses were significantly more likely to have
severe types of HPE, whereas the liveborn children tended to
have microforms (p<0.0001). However, although there were
more fetuses with HPE associated gene deletions or array
CGH rearrangements, these differences were not statistically
significant (p=0.09 and p=0.2, respectively).

J Med Genet 2011;48:752—760. doi:10.1136/jmedgenet-2011-100339
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Table 2 Clinical and molecular data for the eight probands with double mutations: rearrangement detected on array comparative genomic

hybridisation and holoprosencephaly (HPE) gene mutation

Fetus (F)/ Facial defects Rearrangement
Proband ne.  child (C) Sex  Form HPE type category Type (inheritance) Significant gene  Mutation (inheritance)
1 F M Syndromic  Semilobar 2 Dup 3p14.3 (paternal) SHHc.388G>T (paternal)
2 F M Isolated Lobar 2 Del 10p12.1 (paternal) PATCHD3 SHHc.305G>A (paternal)
3 C M Isolated Microform 2 Del 10p12.1 PATCHD3 SHHc.1040C>G (de novo)
4 C F Isolated Microform 3 Del 2913 NPHP1 SHHc.707G>A (maternal)
5 C F Isolated Semilobar 4 Del 21921.1 (de novo) ZIC2c.1025_1026delAA (de novo)
6 C F Isolated Semilobar 3 Del 20p12.1 MACROD2 SiX3¢.760T>G (maternal)
7 F M Syndromic Alobar 4 Del 13g31.1 q34 (de novo) ZIC2 GLi2¢.2717C>G (maternal)

The inheritance of rearrangements and mutations is reported in all cases in which molecular analysis of the parents of the proband was possible. The GenBank accession numbers are
NM_00193.2 for SHH cDNA, NM_007129.2 for Z/C2 cDNA, NM_005413.2 for S/X3 cDNA, NM_003244.2 for TGIF cDNA, and NM_005270.4 for GLI2 cDNA.

HPE types

Studies of the distribution of HPE types between the five
subgroups provided evidence for a highly significant correlation
(p<0.0001). Alobar HPE tended to be associated with SIX3,
semilobar HPE with ZIC2, and microform with SHH mutations.
Lobar HPE did not seem to be particularly associated with any
specific HPE gene in these analyses.

Facial defect categories

Facial features were studied as a function of the severity of the
brain malformation. The findings for the ZIC2 subgroup differed
significantly from those for the other genes, as no correlation
was found between the HPE severity type and the severity of
facial defects category (figure 3).

We also analysed the facial defects categories independently. A
significant difference in the distributions of categories 1 and 4
was found, with a low frequency of probands with ZIC2
mutations in category 1 and a very high frequency of such
probands in category 4. A significant correlation was also found
between SHH microforms and category 3 (p=0.01).

Brain associated malformations, neural tube defects

No significant overall correlation was found between associated
brain malformations or neural tube defects and molecular
data, although these defects did appear to be more frequent in
individuals with ZIC2 and TGIF mutations (p=0.18).

Extracraniofacial defects

A correlation between renal/urinary malformations and certain
mutations (p=0.03) was found. Renal/urinary defects were
significantly more frequent in probands with SHH and ZIC2
than in the probands of other subgroups. No significant differ-
ence was found in the distribution of the other extracraniofacial
defects.

DISCUSSION

HPE is a very complex disorder in terms of both clinical vari-
ability and genetic signalling pathways. We report here the
clinical and molecular data for the largest ever European series,
encompassing 645 probands and 699 relatives, with a higher
proportion of fetuses (51%) than in previous series."®2! The
large number of patients included in this series resulted in
sufficient power for the detection of statistically significant
phenotype—genotype correlations.

In the series as a whole, the sex ratio (female:male) was 1.2:1,
in favour of a slight predominance of female subjects. Female
subjects were in the minority among probands with SHH
mutations, for which the sex ratio was 0.9:1, whereas a high
predominance of female subjects (sex ratio of 1.8:1) was
observed among those with ZIC2 and SIX3 mutations. The

J Med Genet 2011;48:752—760. doi:10.1136/jmedgenet-2011-100339

SIX3 sex ratio was consistent with that reported by Lacbawan."”

This suggests that mutations in ZIC2 or SIX3 may be
embryonic-lethal in males.

Screening for mutations in the major genes SHH, ZIC2, SIX3,
and TGIF and the minor gene GLIZ in this large series gave an
estimated global mutation rate of 25.8%, with specific mutation
rates of 10.4% (SHH), 8.2% (ZIC2), 5.1% (SIX3), 1.7% (TGIF),
and 0.4% (GLI2). These results are consistent with our previous
findings for smaller series." ¥ '® 3* Point mutations in SHH, SIX3,
and TGIF were highly heritable, with heritabilities of 73%, 88%,
and 100%, respectively, whereas most ZIC2 mutations were de novo
(70% of cases).” ?° This may be due to a higher penetrance and the
high frequency of severe HPE in individuals with ZIC2 mutations,
resulting in the identification of a larger number of sporadic cases.
By contrast to what was reported by Lacbawan et al,"”
no predominance of maternal inheritance was observed for SIX3
mutations in our series, whereas such a pattern of inheritance
was observed for SHH mutations.

Overall, more severe types of HPE (atelencephaly, alobar or
semilobar HPE) were reported in individuals with SIX3 (74%)
and ZIC2 (75%) mutations than in individuals with SHH (62%)
and TGIF (57%) mutations. Moreover, atelencephaly/apro-
sencephaly was associated exclusively with SIX3 mutations.
Pasquier et al reported this particular association and other teams
have reported a high proportion of severe cases in subjects
with SIX3 mutations, including ophthalmological defects in
particular.'® 2° 3 Thus, alobar HPE tends to be associated with
SIX3, semilobar HPE with ZIC2, and microforms with SHH,
consistent with the findings of Solomon ez al.?! Furthermore, our
findings confirmed the specific association of MIH or synte-
lencephaly with ZIC2, as the mutations identified in four of the
11 cases of MIH in the series concerned the ZIC2 gene.’

This study highlights the considerable intra- and interfamilial
phenotypic variability in SHH probands.?® We report here, for
the first time, the high prevalence of brain microforms (74%) in
probands with SHH mutations presenting, essentially, pyriform
sinus and choanal stenosis (category 3). Associations with
midline defects, coloboma, and sacral agenesis (systematically
linked to a large 7q36 deletion) were also observed. By contrast,
facial morphology in subjects with ZIC2 mutations was
generally characterised by moderate facial dysmorphia or even
a normal face (category 4), associated with alobar or semilobar
HPE. This feature seems to be specific to ZIC2 mutations and
has also been reported by other teams.® ?° Solomon er af®
mentioned a particular facial phenotype found in some of the
cases in our series, with a high proportion of abnormal noses
(nine cases), usually short, sometimes flat or large, and ear
dysplasia (four cases). Furthermore, statistical analyses revealed
a lack of correlation between the severity of HPE brain
malformation and facial features in probands with ZIC2
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mutations, but not in those with SHH, SIX3, and TGIF
mutations.

We also considered other associated brain malformations,
focusing in particular on RES, which was associated with HPE in
six of the 645 HPE probands. This extremely rare malformation
is the histological equivalent of HPE for the cerebellum. The
signalling pathways involved in this disease have yet to be
identified, but we suggest that there may be interactions with
HPE signalling pathways, as a ZIC2 mutation has been reported
in two siblings with partial RES and HPE.*® 3" SHH and SIX3
mutations have recently been associated with schizencephaly,
but only three cases of schizencephaly were reported in our
series, with no mutation identified in the probands concerned.®!

We also identified two other previously unknown associations
with ZIC2 mutations: rachischisis, and neuronal migration
abnormalities. Neural tube defects are frequently reported in
HPE, but rachischisis seems to be more specifically associated
with ZIC2 mutation, as such mutations were found in the only
two cases of rachischisis in our series. In addition, neuronal
migration abnormalities have already been described, but without
phenotype—genotype correlations.” % 3 We focus here on
neuronal migration abnormalities, such as gyral pattern abnor-
malities and heterotopia, which were almost exclusively restricted
to probands with Z/C2 mutations (eight cases). Hahn er al
found subcortical heterotopic grey matter or cortical dysplasia in
two thirds of MIH cases.®® In our series, neuronal migration
abnormalities were observed in two of 11 cases of MIH, but no
ZIC2 mutation was identified in these cases.

We report here, for the first time, the frequency and variety of
extracraniofacial malformations in a large series, together with
the corresponding molecular data. Molecular defects were more
frequent in ZIC2 than in the other three main genes. We found
a higher frequency of extracraniofacial defects than reported by
Solomon, probably because his study focused on children, rather
than fetuses. Renal/urinary defects were significantly associ-
ated with SHH or ZIC2 mutations and no such defects were
found in probands with SIX3 or TGIF mutations. SIX3 was the
only gene for which no heart defect was reported.

The data for TGIF and, above all, for GLI2 revealed no
significant phenotype—genotype correlations, but alobar HPE
with severe facial features (category 1) seemed to be more
frequent in probands with TGIF mutations, although pheno-
typic variability was high. We suggest that phenotype—
genotype correlations for TGIF and GLI2 should be analysed
in larger series. Another disease spectrum, characterised by
anterior pituitary insufficiency and polydactyly, seems to be
more specifically linked to GLI2 mutations® " (C Dubourg,
unpublished data).

Several signalling pathways are known to be involved in HPE,
and the various mechanisms underlying HPE may account for
the observed phenotypic variability. Indeed, SIX3 is involved in
eye development, consistent with the eye defects observed in
probands with SIX3 mutations, and in ventral forebrain devel-
opment, through regulation of the SHH signalling pathway.
Furthermore, ZIC2 significantly differs from the other HPE
related genes, as shown in phenotype—genotype correlations,
and its product also acts by different mechanisms. Indeed, ZIC2
is known to act both at the early stage, in upstream SHH
signalling during mid-gastrulation, and at later stages, in the
development of the dorsal telencephalon, potentially accounting
for the specific occurrence of MIH and neural tube defects in
ZIC2 probands.

Array CGH studies in this series confirmed the high fre-
quency of rearrangements reported in a preliminary study.?®
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Indeed, rearrangements were identified in 22% of the 260
patients studied (14% de novo and 8% inherited). The proportion
of fetuses and the severity of HPE phenotype (extracraniofacial
malformations included) were not significantly higher in
probands with rearrangements than in the series as a whole, as
might have been expected. The higher frequency of category 2
and 4 probands may reflect more common features, such as cleft
lip or palate (category 2) or mild non-specific features (category
4). This population seemed to be heterogeneous and an under-
standing of the molecular basis of this heterogeneity should
facilitate the definition of more homogeneous subgroups.
Indeed, the high frequency of rearrangements was consistent
with there being a large number of loci corresponding to new
candidate genes. The recurrent regions included the MACROD2
and PATCHD?3 loci, in particular. Furthermore, recurrent deletion
6qter led to the identification of DLL1 as a new HPE associated
gene 4alnd of NOTCH as a new signalling pathway involved in
HPE.

It has already been suggested that HPE involves a multiple-hit
process.® ** Animal models have provided evidence of digenism,
by implicating either the same or two different signalling path-
ways. Genetic background also played an important role in
determining the severity of the phenotype.**~*° In humans, low
penetrance or variable levels of expression in HPE multiplex
families and reports of patients with two different mutations
support this hypothesis.'® 24 ¢ 47 Furthermore, mutations in the
GAS1 gene have been recently identified in human HPE, which
highlights the key role of modifier genes in clinical variability.*® °
Our series included up to 15 cases of double mutation: eight cases
of double rearrangements and seven cases of rearrangement asso-
ciated with a mutation in an HPE related gene (six rearrangements
associated with a mutation in SHH, ZIC2 or SIX3 and one ZIC2
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Figure 4 Algorithm for molecular analysis in holoprosencephaly (HPE).
In cases of familial HPE, analyses of SHH, SIX3 or TGIF should be given
priority over ZIC2 analysis. Very severe forms of HPE, such as alobar and
semilobar HPE, should lead to analyses of the SIX3 (particularly in cases
of atelencephaly/aprosencephaly) and ZIC2 genes, but facial features
may provide useful information. Indeed, probands with category 1 or 2
facial features associated with severe HPE, such as alobar or semilobar
HPE, are more likely to display mutations in S/X3 or SHH. By contrast,
probands with severe brain malformations and category 4 facial features
are likely to have mutations in ZIC2. No particular association with lobar
HPE was found. Thus, if associated brain malformations are described,
particularly in cases of neuronal migration abnormalities, and in cases of
neuronal tube defects (rachischisis in particular), Z/IC2 gene analysis
should be performed as a matter of priority. Moreover, ZIC2 mutations
are the principal cause of extracraniofacial malformations. Renal/urinary
malformations are found preferentially in patients with ZIC2 or SHH
mutations and coloboma tends to be found in patients with SHH or SIX3
mutations.
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deletion associated with a GLIZ mutation). These findings provide
solid support for the multiple-hit hypothesis in HPE.

In conclusion, even if the identification of an HPE gene
mutation cannot provide a precise prognosis, the new pheno-
type—genotype correlations identified here should facilitate the
definition of a better molecular analysis strategy. We propose
a new algorithm based on these correlations (figure 4). Evidence
of double mutations in HPE probands provides support for the
HPE multiple-hit hypothesis underlying the complexity of
genetic counselling and research on this disorder. The known
clinical variability of HPE also suggests an overlap between
environmental and genetic mechanisms. A combination of
clinical and functional studies should help to improve our
understanding of the complex interactions between the various
signalling pathways involved in HPE and brain development.

Acknowledgements \We would like to thank the families for their participation in
the study and the geneticists, pathologists (SOFFOET), obstetricians and
paediatricians all over Europe who referred them. We particularly thank all members
of the Molecular Genetics Laboratory (CHU, Rennes) and of the Department of
Genetics and Development (UMR6061 CNRS, Université Rennes1) for their help and
advice.

Funding This study was supported by GIS Maladies Rares, grant number GISMR0701.
Competing interests None.

Ethics approval This study was approved by the Ethics Committee (CHU of Rennes):
CCPPRB.

Contributors SM did most of the work on phenotype—genotype correlations and
wrote the article. CD performed the molecular analyses. NG set up the secure online
database. BCG worked on statistical studies. CB, IG, LR, LR and SJ contributed to
array CGH analyses. MB contributed to the updating of the database. LP and CQ are
genetic physicians who contributed to the recruitment of patients. PL is our referent in
fetal pathology. V Dupé and V David are in the charge of the team research and
reviewed the article. SO directed this work.

Provenance and peer review Not commissioned; externally peer reviewed.

REFERENCES

1. Dubourg C, Bendavid C, Pasquier L, Henry C, Odent S, David V. Holoprosencephaly.
Orphanet J Rare Dis 2007;2:8.

2. Marcorelles P, Laquerriere A. Neuropathology of holoprosencephaly. Am J Med
Genet C Semin Med Genet 2010;154C:109—19.

3. Matsunaga E, Shiota K. Holoprosencephaly in human embryos: epidemiologic
studies of 150 cases. Teratology 1977;16:261—72.

4. Orioli IM, Castilla EE. Epidemiology of holoprosencephaly: prevalence and risk
factors. Am J Med Genet C Semin Med Genet 2010;154C:13—21.

5. Demyer W, Zeman W, Palmer CG. The face predicts the brain: diagnostic
significance of median facial anomalies for holoprosencephaly (arhinencephaly).
Pediatrics 1964;34:256—63.

6. Solomon BD, Lacbawan F, Mercier S, Clegg NJ, Delgado MR, Rosenbaum K,
Dubourg C, David V, Olney AH, Wehner LE, Hehr U, Bale S, Paulussen A, Smeets HJ,
Hardisty E, Tylki-Szymanska A, Pronicka E, Clemens M, McPherson E, Hennekam RC,
Hahn J, Stashinko E, Levey E, Wieczorek D, Roeder E, Schell-Apacik CC, Booth CW,
Thomas RL, Kenwrick S, Cummings DA, Bous SM, Keaton A, Balog JZ, Hadley D,
Zhou N, Long R, Velez JI, Pineda-Alvarez DE, Odent S, Roessler E, Muenke M.
Mutations in ZIC2 in human holoprosencephaly: description of a novel ZIC2 specific
phenotype and comprehensive analysis of 157 individuals. J Med Genet
2009;47:513—24.

7. Hahn JS, Barnes PD, Clegg NJ, Stashinko EE. Septopreoptic holoprosencephaly:

a mild subtype associated with midline craniofacial anomalies. AUNR Am J
Neuroradiol 2010;31:1596—601.

8. Barkovich AJ, Quint DJ. Middle interhemispheric fusion: an unusual variant of
holoprosencephaly. AJNR Am J Neuroradio/ 1993;14:431—40.

9. Lazaro L, Dubourg C, Pasquier L, Le Duff F, Blayau M, Durou MR, de la Pintiere AT,
Aguilella C, David V, Odent S. Phenotypic and molecular variability of the
holoprosencephalic spectrum. Am J Med Genet A 2004;129A:21—4.

10.  Simon EM, Hevner RF, Pinter JD, Clegg NJ, Delgado M, Kinsman SL, Hahn JS,
Barkovich AJ. The middle interhemispheric variant of holoprosencephaly. AJNR Am J
Neuroradiol 2002;23:151—6.

11. Bendavid C, Dupe V, Rochard L, Gicquel I, Dubourg C, David V. Holoprosencephaly:
an update on cytogenetic abnormalities. Am J Med Genet C Semin Med Genet
2010;154C:86—92.

12.  Pineda-Alvarez DE, Dubourg C, David V, Roessler E, Muenke M. Current
recommendations for the molecular evaluation of newly diagnosed

J Med Genet 2011;48:752—760. doi:10.1136/jmedgenet-2011-100339

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

holoprosencephaly patients. Am J Med Genet C Semin Med Genet
2010;154C:93—101.

Roessler E, Muenke M. The molecular genetics of holoprosencephaly. Am J Med
Genet C Semin Med Genet 2010;154C:52—61.

Johnson CY, Rasmussen SA. Non-genetic risk factors for holoprosencephaly. Am J
Med Genet C Semin Med Genet 2010;154C:73—85.

Miller EA, Rasmussen SA, Siega-Riz AM, Frias JL, Honein MA. Risk factors for non-
syndromic holoprosencephaly in the National Birth Defects Prevention Study. Am J
Med Genet C Semin Med Genet 2010;154C:62—72.

Ming JE, Muenke M. Multiple hits during early embryonic development: digenic
diseases and holoprosencephaly. Am J Hum Genet 2002;71:1017—32.

Mercier S, Dubourg C, Belleguic M, Pasquier L, Loget P, Lucas J, Bendavid C, Odent
S. Genetic counseling and “molecular” prenatal diagnosis of holoprosencephaly
(HPE). Am J Med Genet C Semin Med Genet 2010;154C:191—6.

Dubourg C, Lazaro L, Pasquier L, Bendavid C, Blayau M, Le Duff F, Durou MR, Odent
S, David V. Molecular screening of SHH, ZIC2, SIX3, and TGIF genes in patients with
features of holoprosencephaly spectrum: mutation review and genotype-phenotype
correlations. Hum Mutat 2004;24:43—51.

Lacbawan F, Solomon BD, Roessler E, El-Jaick K, Domene S, Velez JI, Zhou N,
Hadley D, Balog JZ, Long R, Fryer A, Smith W, Omar S, McLean SD, Clarkson K,
Lichty A, Clegg NJ, Delgado MR, Levey E, Stashinko E, Potocki L, Vanallen MI,
Clayton-Smith J, Donnai D, Bianchi DW, Juliusson PB, Njolstad PR, Brunner HG,
Carey JC, Hehr U, Musebeck J, Wieacker PF, Postra A, Hennekam RC, van den
Boogaard MJ, van Haeringen A, Paulussen A, Herbergs J, Schrander-Stumpel CT,
Janecke AR, Chitayat D, Hahn J, McDonald-McGinn DM, Zackai EH, Dobyns WB,
Muenke M. Clinical spectrum of SIX3-associated mutations in holoprosencephaly:
correlation between genotype, phenotype and function. J Med Genet
2009;46:389—98.

Paulussen AD, Schrander-Stumpel CT, Tserpelis DC, Spee MK, Stegmann AP,
Mancini GM, Brooks AS, Collee M, Maat-Kievit A, Simon ME, van Bever Y, Stolte-
Dijkstra I, Kerstjens-Frederikse WS, Herkert JC, van Essen AJ, Lichtenbelt KD, van
Haeringen A, Kwee ML, Lachmeijer AM, Tan-Sindhunata GM, van Maarle MC, Arens
YH, Smeets EE, de Die-Smulders CE, Engelen JJ, Smeets HJ, Herbergs J. The
unfolding clinical spectrum of holoprosencephaly due to mutations in SHH, ZIC2, SIX3
and TGIF genes. Eur J Hum Genet 2010;18:999—1005.

Solomon BD, Mercier S, Velez JI, Pineda-Alvarez DE, Wyllie A, Zhou N, Dubourg C,
David V, Odent S, Roessler E, Muenke M. Analysis of genotype-phenotype
correlations in human holoprosencephaly. Am J Med Genet C Semin Med Genet
2010;154C:133—41.

Odent S, Le Marec B, Munnich A, Le Merrer M, Bonaiti-Pellie C. Segregation
analysis in nonsyndromic holoprosencephaly. Am J Med Genet 1998;

77:139—43.

Bertolacini C, Ribeiro-Bicudo L, Petrin A, Richieri-Costa A, Murray J. Clinical findings
in patients with GLI2 mutations - phenotypic variability. C/in Genet. Published Online
First: 6 December 2010. doi:10.1111/.1399-0004.2010.01606.x.

Rahimov F, Ribeiro LA, de Miranda E, Richieri-Costa A, Murray JC. GLI2 mutations in
four Brazilian patients: how wide is the phenotypic spectrum? Am J Med Genet A
2006;140:2571—6.

Roessler E, Du YZ, Mullor JL, Casas E, Allen WP, Gillessen-Kaesbach G, Roeder ER,
Ming JE, Ruiz i Altaba A, Muenke M. Loss-of-function mutations in the human GLI2
gene are associated with pituitary anomalies and holoprosencephaly-like features.
Proc Nat/ Acad Sci U S A 2003;100:13424—9.

Bendavid C, Rochard L, Dubourg C, Seguin J, Gicquel |, Pasquier L, Vigneron J,
Laquerriere A, Marcorelles P, Jeanne-Pasquier C, Rouleau C, Jaillard S, Mosser J,
Odent S, David V. Array-CGH analysis indicates a high prevalence of genomic
rearrangements in holoprosencephaly: an updated map of candidate loci. Hum Mutat
2009;30:1175—82.

R Development Core Team. R: A Language and Environment for Statistical
Computing. Vienna, Austria: R Foundation for Statistical Computing, 2009. ISBN
3-900051-07-0. http://www.R-project.org.

Roessler E, El-Jaick KB, Dubourg C, Velez JI, Solomon BD, Pineda-Alvarez DE,
Lacbawan F, Zhou N, Quspenskaia M, Paulussen A, Smeets HJ, Hehr U, Bendavid C,
Bale S, Odent S, David V, Muenke M. The mutational spectrum of
holoprosencephaly-associated changes within the SHH gene in humans predicts
loss-of-function through either key structural alterations of the ligand or its altered
synthesis. Hum Mutat 2009;30:E921—35.

Roessler E, Lacbawan F, Dubourg C, Paulussen A, Herbergs J, Hehr U, Bendavid C,
Zhou N, Ouspenskaia M, Bale S, Odent S, David V, Muenke M. The full spectrum of
holoprosencephaly-associated mutations within the ZIC2 gene in humans predicts
loss-of-function as the predominant disease mechanism. Hum Mutat 2009;30:
Eb41-54.

Traiffort E, Dubourg C, Faure H, Rognan D, Odent S, Durou MR, David V, Ruat M.
Functional characterization of sonic hedgehog mutations associated with
holoprosencephaly. J Bio/ Chem 2004,279:42889—97.

Hehr U, Pineda-Alvarez DE, Uyanik G, Hu P, Zhou N, Hehr A, Schell-Apacik C, Altus
C, Daumer-Haas C, Meiner A, Steuernagel P, Roessler E, Winkler J, Muenke M.
Heterozygous mutations in SIX3 and SHH are associated with schizencephaly and
further expand the clinical spectrum of holoprosencephaly. Hum Genet
2010;127:555—61.

Pasquier L, Dubourg C, Blayau M, Lazaro L, Le Marec B, David V, Odent S. A new
mutation in the six-domain of SIX3 gene causes holoprosencephaly. Eur J Hum Genet
2000;8:797—800.

759

211



212



33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

760

Downloaded from jmg.bmj.com on February 11, 2013 - Published by group.bmj.com

Genotype-phenotype correlations

Pasquier L, Dubourg C, Gonzales M, Lazaro L, David V, Odent S, Encha-Razavi F.
First occurrence of aprosencephaly/atelencephaly and holoprosencephaly in a family
with a SIX3 gene mutation and phenotype/genotype correlation in our series of SIX3
mutations. J Med Genet 2005;42:e4.

Dubourg C, David V, Gropman A, Mercier S, Muenke M, Odent S, Pineda-Alvarez
DE, Roessler E. Clinical utility gene card for: Holoprosencephaly. Eur J Hum Genet
2010;19:118—20.

Hehr U, Gross C, Diebold U, Wahl D, Beudt U, Heidemann P, Hehr A, Mueller D.
Wide phenotypic variability in families with holoprosencephaly and a sonic hedgehog
mutation. Eur J Pediatr 2004;163:347—52.

Pasquier L, Marcorelles P, Loget P, Pelluard F, Carles D, Perez MJ, Bendavid C, de
La Rochebrochard C, Ferry M, David V, Odent S, Laquerriere A.
Rhombencephalosynapsis and related anomalies: a neuropathological study of 40
fetal cases. Acta Neuropatho/ 2009;117:185—200.

Ramocki MB, Scaglia F, Stankiewicz P, Belmont JW, Jones JY, Clark GD. Recurrent
partial rhombencephalosynapsis and holoprosencephaly in siblings with a mutation of
ZIC2. Am J Med Genet A 2011;155A:1574—80.

Hahn JS, Plawner LL. Evaluation and management of children with
holoprosencephaly. Pediatr Neuro/ 2004;31:79—88.

Jellinger K, Gross H, Kaltenback E, Grisold W. Holoprosencephaly and agenesis of
the corpus callosum: frequency of associated malformations. Acta Neuropatho!
1981;55:1—10.

Franca MM, Jorge AA, Carvalho LR, Costalonga EF, Vasques GA, Leite CC,
Mendonca BB, Arnhold 1J. Novel heterozygous nonsense GLI2 mutations in patients
with hypopituitarism and ectopic posterior pituitary lobe without holoprosencephaly.
J Clin Endocrino/ Metab 2010;95:E384—91.

Dupé V, Rochard L, Mercier S, Le Petillon Y, Gicquel |, Bendavid C, Bourrouillou G, Kini
U, Thauvin-Robinet C, Bohan TP, Odent S, Dubourg C, David V. NOTCH, a new signaling
pathway implicated in holoprosencephaly. Hum Mo/ Genet 2011;20:1122—31.

Journal of Medical Genetics impact factor

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

Rosenfeld JA, Ballif BC, Martin DM, Aylsworth AS, Bejjani BA, Torchia BS, Shaffer
LG. Clinical characterization of individuals with deletions of genes in
holoprosencephaly pathways by aCGH refines the phenotypic spectrum of HPE. Hum
Genet 2010;127:421—40.

Cole F, Krauss RS. Microform holoprosencephaly in mice that lack the Ig superfamily
member Cdon. Curr Bio/ 2003;13:411—15.

Geng X, Speirs C, Lagutin O, Inbal A, Liu W, Solnica-Krezel L, Jeong Y, Epstein DJ,
Oliver G. Haploinsufficiency of Six3 fails to activate Sonic hedgehog expression in
the ventral forebrain and causes holoprosencephaly. Dev Celf 2008;

15:236—47.

Pei W, Feldman B. Identification of common and unique modifiers of zebrafish
midline bifurcation and cyclopia. Dev Bio/ 2009;326:201—11.

Nanni L, Ming JE, Bocian M, Steinhaus K, Bianchi DW, Die-Smulders C, Giannotti A,
Imaizumi K, Jones KL, Campo MD, Martin RA, Meinecke P, Pierpont ME,

Robin NH, Young ID, Roessler E, Muenke M. The mutational spectrum of the sonic
hedgehog gene in holoprosencephaly: SHH mutations cause a significant
proportion of autosomal dominant holoprosencephaly. Hum Mo/ Genet
1999;8:2479—88.

Wannasilp N, Solomon BD, Warren-Mora N, Clegg NJ, Delgado MR, Lacbawan F,
Hu P, Winder TL, Roessler E, Muenke M. Holoprosencephaly in a family segregating
novel variants in ZIC2 and GLI2. Am J Med Genet A 2011;155A:860—4.

Ribeiro LA, Quiezi RG, Nascimento A, Bertolacini CP, Richieri-Costa A.
Holoprosencephaly and holoprosencephaly-like phenotype and GAS1 DNA
sequence changes: Report of four Brazilian patients. Am J Med Genet A
2010;152A:1688—94.

Pineda-Alvarez DE, Roessler E, Hu P, Srivastava K, Solomon BD, Siple CE, Fan CM,
Muenke M. Missense substitutions in the GAS1 protein present in holoprosencephaly
patients reduce the affinity for its ligand, SHH. Hum Genet. Published Online First: 13
August 2011. doi:10.1002/ajmg.a.33466.

Journal of Medical Genetics is delighted to announce that its latest impact factor has been
published in the 2010 Journal Citation report (Thomson Reuters, 2011) as 7.037 — an increase
from 5.751 last year, which reflects the high quality of the publication in the genetics field. If you
would like to add to this quality, then submit your paper at jmg.bmj.com.

J Med Genet 2011;48:752—760. doi:10.1136/jmedgenet-2011-100339

213



214



¢ Article 3. LINHIBITION DOSE-DEPENDANTE DE NODAL ET SHH CONDUIT A UN
PHENOTYPE DE TYPE HPE CHEZ L'EMBRYON DE POULET

Disease Models and Mecanisms

Mercier S, Gicquel |, Ratié L, Odent S, David V, Dupé V.

Au cours du développement du cerveau antérieur, de nombreuses voies de
signalisation agissent via I'activité de plusieurs morphogéenes. Nous avons émis |I’"hypothése
gue la perturbation partielle cumulée de ces molécules peut conduire a I'apparition de I'HPE.
Dans ce modele, des modulations spatio-temporelles des acteurs de la mise en place du
cerveau antérieur entraineraient une dérégulation globale des processus de régionalisation
et de spécification.

Dans le cadre du modeéle multi-hit de I'Holoprosencéphalie, nous avons souhaité
valider I'hypothese selon laquelle une perturbation conjointe de deux voies de signalisation
pouvait conduire a une malformation de type HPE. Plus précisément, nous avons couplé une
inhibition partielle des deux voies majeures, Nodal et Shh, pour déterminer si cette double
inhibition pouvait potentialiser la survenue et/ou la sévérité d’'un phénotype HPE dans notre
modele.

J'ai donc participé a la mise en place des cultures roller selon la méthode décrite
précédemment (cf : Article 1 et Figure 28) sur des embryons de poulet prélevés aux stades
HH4 ainsi qu’a la mise au point de I'inhibition des voies Nodal et Shh.

Etant donné les multiples réles de la voie Nodal au cours du développement, il
s’avere gqu’une inactivation majeure de la voie entraine un effet drastique a un stade
précoce du développement embryonnaire. Chez la souris Nodal” une létalité embryonnaire
survient des la gastrulation. Nous avons donc d{ obtenir son inactivation partielle pour
dépasser le stade de la gastrulation. Linhibiteur pharmacologique SB-505124 a été utilisé
dont l'efficacité d’inactivation est dépendante de sa concentration. Le SB-505124 inhibe la
voie Nodal/Activine par inactivation des récepteurs TGF-f3 de type |, ALK4, 5 et 7 (DaCosta
Byfield et al., 2004) sans affecter les autres récepteurs ALK, nécessaires a la voie des BMP au
cours de la régionalisation dorso-ventrale du systeme nerveux.

L'inhibition partielle de la voie Nodal a été obtenue dans d’autres modeéles animaux

comme le xénope et le poisson-zebre, ol elle conduit a un défaut de développement du
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cerveau antérieur (Hagos and Dougan, 2007; Luxardi et al., 2010). Des doses graduelles
d’inhibiteur SB-505124 (10uM a 75uM) ont été ajoutées au milieu de culture pendant la
fenétre d’action connue pour I'activité de Nodal dans I'induction du cerveau antérieur (HH4-
HH6). Les variations du stade de traitement et de la concentration ont permis d’obtenir
différents phénotypes et Sandra Mercier a établi un classement selon trois catégories
(Catégoriel a Catégorie3) basées sur la morphologie de la téte embryonnaire ainsi que sur
I'expression de trois génes, Pax6 un marqueur des vésicules optiques, Shh et Nkx2.1 deux
marqueurs de la ligne médiane ventrale du cerveau.

Les embryons de la Cat3 présentent un défaut important de développement de
I‘extrémité céphalique avec une absence de formation des vésicules optiques et une
diminution importante de I'expression de Shh et Nkx2.1. Au début de la gastrulation (HH4+),
une période critique pour la survenue d’'une HPE, nous avons observé un effet sévere de
I'inhibition de la voie Nodal a des concentrations supérieures ou égales a 50uM (Cat3) alors
gu’un traitement a des concentrations inférieures ne provoquait pas de phénotypes de Cat3.
Nos résultats ont permis de déterminer la période critique d’action de Nodal pour le
développement du cerveau antérieur avant HH5.

Pour la voie Shh, nous avons également utilisé un inhibiteur pharmacologique, la
cyclopamine, trés bien caractérisée dans divers modeéles animaux pour son activité
inhibitrice (Cooper et al., 2003; Dunn et al., 1995; Lipinski et al., 2008; Welch et al., 2009). La
cyclopamine agit de facon dose-dépendante et est capable de se fixer directement sur le
récepteur SMOOTHENED influant sur sa conformation (Chen et al., 2002a; Chen et al,,
2002b). Précédemment, l'inhibition graduelle par la cyclopamine a montré une sévérité
croissante du phénotype HPE dans les modeles d’embryons de souris et de poulet (Cooper
et al., 1998; Cooper et al., 2003; Cordero et al., 2004; Lipinski et al., 2008). Il s’avere, comme
pour la voie Nodal, que la sévérité et la survenue d’un phénotype HPE sont dépendantes du
stade de traitement par I'inhibiteur (Cordero et al., 2004; Welch et al., 2009).

Les embryons sont traités a partir de HH4 avec des concentrations croissantes de
cyclopamine (0,006uM a 2,5uM). Une fusion progressive des vésicules optiques est observée
jusqu’a la cyclopie correspondant a un signe caractéristique de I’'HPE dans la forme la plus
sévere. Sandra Mercier a également établit un classement des phénotypes obtenus de la

Catégorie | a Il
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Par la suite, Sandra Mercier a combiné les inhibitions partielles des voies Nodal et
Shh chez I'embryon de poulet a HH4+ en utilisant des infraconcentrations de SB-505124 et
de cyclopamine. De nouveaux phénotypes sont observés et classés en trois catégories.
L’ensemble de nos résultats a montré que la survenue d’un phénotype de type HPE était
significativement augmentée par la double inhibition comparée aux simples inhibitions.

Etant donné que la voie Nodal agit en amont de la voie Hedgehog au cours du
développement du cerveau antérieur (cf. chapitre 1I-C Voies de signalisation), ces
expériences montrent qu’une inhibition partielle d’'une voie dont I'action est plus précoce,
associée a une inhibition partielle d’une voie agissant en aval, peut conduire a un phénotype
de type HPE dans notre modele. Cette observation démontre que I'accumulation de
plusieurs défauts mineurs de signalisation peut conduire a une malformation du cerveau

antérieur ce qui conforte I’hypothése « multi-hit » de I'HPE.
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RESEARCH REPORT

NODAL and SHH dose-dependent double inhibition
promotes an HPE-like phenotype in chick embryos

Sandra Mercier', Véronique David'?, Leslie Ratié, Isabelle Gicqual', Sylvie Odent’? and Valérie Dupa'™

SUMMARY - . : B

Haloprosencephaly (HFE] is a comman comnganital defect that results from failed of incomplete forebrain cleavage. HPE & characenzed by a wids
climical spactum, with intar- and mirafamilial variabilivg. This heterogenaity is pot well understood and it has been suggesed that HPE involves a
comibinaton of multiple gena mutations. In this model, several mutated alleles oo mpdifying factors are presumed 10 301 0 synengy 1o cause and
determine the sevesity of HPE. This could expdan the vasiaus clinical phenotypes Screening far HPE-asdooated ganes in humans suggests the
irodvament af MODAL or SHH signalemg, of both To tesn this multigenie by pothesis, we muestigated the effects of chemical inhibition af these twa
main HPE ssgnaling patlnways in a chick embrye model. SB-305124, a selective inhsbaar of wansforming grawth factos-B type | receptorns was used
to inhibit the NOOAL pathiway. Cyclogamine was wed to mhibit the SHH pathway, We repart that Bath inhibitors caused HPE-Be defects that were
dependent an the drig concentration and on the developmental stage at the time of treatment. We also investigated dauble inhibiion of MODAL
ard SHH pathways fram the onset of gastulation by wing subthresheld mhibitor concentrations. The inbdatars of the NODAL and SHH patheays,
ewen at low concentration, acted symergistically to prormote an HPE-like phenatype. These findings suppaort the ssew that genstic heterageneity is

impartant in the etiology of HPE and may contribute to the phenotype variability

INTRODLPCTION

Holoprasencephaly (HPE) is the mast commaon congenital forebrain
defect in humans. [ resolis rom Giled or incomplets forebrain
deavage between days 18 and 28 of gestation ([Bubourg et al,, 2007;
MSarcorelles and Laguerriers, 2010,

The clinical presentation of HPE is remarkably variable, and the
severily of the defects obaerved is evenly distributed along the HPE
spectrum. The etiology is very complex and heterogeneous,
imvalving  chromosomal  anomaliss, multiple  malformation
syndromes and environmental factors. Fourteen genes are known
to be involved in non-syndromic homan HPE (8404, 2002, 815
TGIF, iEP, NODAL GLIZ, PTCHL, TOGEI, FOXHI, FGFS,
GASL DL T and COON), bui they explain only 30% of HPE cases
(%lercier ol al, 2011} All mutatboos are found in the heteroseygous
state in HPE patients, and muost are losi-ol-funclion mutations
{Pubourg et al, Wk Arsuz et al, 2010; Ribeiro oL al, 2000 Roessder
and Muenke, 3010; Bae et al, 2001; Dupeé el al, 2001} The
correlation beiween the HFE phenotype and genotype is poor, and
both sporadic cases and pedigrees display the extensive HPE
phenotype variability. This suggesis that heteroeygous mutations
al HFE genes might be insuificient o produce severe anomalies,
and that HPE is the consequence of a complex interplay of
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developmental, genetic and emvironmental fctors. To date, given
the relatively low percentage of cases for which causative mutations
have been identified, additional studies are undoubiedly warmnied.

From animal medel studies, multifeciorial inheritance disorder
has been proposed to contribute o the phensiype heterogeneity
of the disorder. For example, heteragygous muotation of several genes
belonging to the same or different pathwavs could lead 1o
phenotypic heterogenesity. Mouse models have provided evidence,
by implicating either ane or vwo different signaling  pathways
[ Mol Smad2*" (Nomura and Li, 1998); Cdo ' :Hoc™ {Zhang
et al, 2001); and Ched ™" Nodal™'™ (Yang et al, 20000, The genetic
background also plays animporiant mole in determining the severity
of the phenolype, suggesting the existence of modifier genes (Cole
and Erauss, 2000%; Krawss, 2007; Geng e al., 2008; Pei and Feldman,
2000, Furthermore, observation of some HPE patients with twa
dilferent genetic allertins are consistent witha multigenic process
{Mercier et al, 2001; Ming and Muenke, 2002). Thus, the diversity
of combinaizons of mutations in HPE genes andfor modifier genes
belonging to dilferent pathways could contribute o the wide
spectrum of HFE phenotypes.

HPE genes belong te various diffecent signaling pathways
regulating lforebrain development, including the Hedgehog (HH],
WODAL, BMP and FGF pathways. The role of these pathways
during lorebrain development has been extensively studied,
especially the SHH and NODAL pathways, the bwo major pathways
implicated in the pathogenesis of HPE (Roessler and Muoenke, J010).
Huweves, the interclions belween these pathwiays, in terms of
spatial and temporal regulation during the development of HIFE,
need to be clamfied.

The NODZAL signaling pathway has been implicated in cases
of human HPE with or without congenital heart defects and/'or
eli-right disturbances {Roessler e al, H0E; Roessler eb al., 200%),
MODAL & a translorming growth factor f (TGF-f1 -refated
signaling molecule that is essential during the nitsation of

MM Advance Online Artlcles. Posted 1 February 2013 as dol: 10.1242dmm.010132
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TRANSLATIONAL IMPACT

Hulnprosencephaly FFEL & emarkably common human birth defect, 5
cauged by i failure to forrm the midlne of the ferebrin and midtace. IS cinical
mﬁmﬁ%mhdﬁulﬁﬂmﬁuﬂu
camplets Talure 1o divids the tarebraing ta micrabarm debene thes are Fid
crankalisial leatures but no Toretirain detects) Vanous creniofacial delects
iTearm ferse to ychapsl wd ather eatra-camiedscial dulects are clerved HPE
is predaily caused by both ervdronmental and genitic faclor with rspea 1
the lames haterazygeus mUBtions in companents of rgulitons of the Senic
Hedgehesy (35H) sigraling pathwy mre often assodated. The phenstypic
MWHHMHHMMWH-:HMM
ﬂﬂmlmulnﬂnhﬂummﬁ.lwmmﬂumh
rdrehnhd-uﬂhrmﬁ.

Indﬁmuiﬂhmhmmm regilate forebrsin
development, such s the NOGEL patfway, Here, The autlsors exablihed &
chick embirga cultre modsl 16 iveigate the ellects of chemical inhibiton of
SHH ard NODAL pathways during fmebrain developenent They raport thit
inhibition of either patfywiy caused HPE-like deloct with phenatypic
wariabslity. Inhilsition of both pathweys using subthredhold mbibitar
cangentiations acted synergatically o pramote savere HPE-like phenatypes.
Thise findings Ssuppar The visw that gensti hateragensty plays a sy rolein

HEWHM»MWM

Implications and future directions

Bacaiise HPE anises from a comples Im#hﬂnmlml, TR sl
anviranmental factors, i is dificult to shady the conidtion usng genetic
appraihes i a s madel By comparmcn, it 5 simplen ta e cullured
mgmmmmwmﬁmﬂmmmm
waliddating rew candidate genes. mqﬁmﬂmﬂmmﬂumh
whule exame sequencing wil aid in the understanding HPE etiology, and
provicke resw dinection T mecharntic shudes in the chick and in other maodel
argaiens.

gastrulation. MODAL signals act in the formation of mesoderm
and  are reguired later for correct  positioning  of  the
anteroposierior  axis, midline palterning  and  left-right
specilication (lannaccone et al., 1992; Fhow et al, 1993; Conlan
et al., 1994 Lowe ef al, 2001; Boessler of al., 2008; Boessler ot al.,
M), The NODAL signaling pathway has been extensively
studied during cleavage and blastula stages in gebrafish; KODAL
acts in a dose-dependent and time-dependent manner during the
mid-io-late blastula stage to specily most mesodermal and
endodermal cell types {Hagos and [Dougan, 207; Gritsman et al.,
Huhd). The total absence of MODAL is embryonically lethal,
whereas a hypomorphic allele of Modnd! or chemical inactivation
resulis in anterior patterning defects including cvelopia in mice,
eebralish and Xewopus (Lowe et al, 2000; Vincent el al., 2005;
Hagos and Dougan, 2007; Luxardi et al, 2000}, These defecis are
strictly dependent on the degree of NODAL inactivation and on
the embryonic stage. Consistenl with the importance of this
pathway during development, inactivation at early stages leads to
very severe phenotypes, and the critical time-window of
requirement for NODAL aetivity during forebrain formation is
dillicult to define (Shen, 2007; Lusardi et al., 20100

Disruption of SHH signaling i+ a commaon majer event in the
development of HFE. Mice lacking SHH function have a severe
HPE-like phenotype involving the absence of ventral forebeain
structures and cvelopia (Chiang el al., 19968). Stodies with model

Halaprasencephaly and genstic heterageneity

organisms demonsirate that SHH produced by the prechordal
mesendoderm is reguired for initiating the development of the
midline of the forebrain and the midface (Rubenstein and Beadhy,
1998; Muenke and Beachy, 2000; Kiecker and Miehes, 2001).
Abnormal activity of the SHH signaling pathway av particular
periods of embryonic development might account for the
phenotypical spectrum of HPE (Cordero et al, 20047, There is a
progressive mechanism swhereby SHH produced by one midline
structure incduces Sk expression in swecessive midline stroctures,
Most human HPE genes either encode componenis of the 5HH
pathway, or directly or indirecily affect ik expression in either
the prechordal mesendoderm or the developing ventral forebrin
{Hu and Helms, 195 Marcucio ef al, 2005; Dubourg, et al, 2007;
Geng and Oliver, 2309,

SHH and MODAL signals interact and Hedgehog signaling acts
downstream [rom NODAL activity to patlern the ventral
telencephalon (Miller el al, 20600; Bohr et al, 2001). [ndeed,
expresson of S s severely reduced in mutants for the KODAL
pathway, particularly in anteror regions | Strihle et al., 1997; Hagos
and Dougan, 20071, The mechanisms by which NODAL signaling
regulates SHH activily in axial tissues have yet 10 be determined,
but NODAL sagnals can cell-avtonomously promaete loocplate-
specific expression of St (Miiller et al, 260). The interaction
between SHH and NODAL pathways takes place during
gastrulation as the fleosrplate 5 established. The deseription of
heterceygous mutations of 3HH and TGEF (which interct wath
TGE-factivated Smad proteins) in the same HPE patient is lerther
evidence [or there being interaction between SHH and MODAL
(Manni et al, 1999 However, it is nol known whether the
asociation ol eflects in each of these two pathways con cause HPE.

Here, we stuwdied partizl chemical inhibition of thess two
pathways during chick forebrain development. Our aim was o
eviluate the interction between NODAL and SHH pathways and
tar investigate the HPE multiple-genetic process in an animal model
using a dose- and time-dependent approach. We demonstrate tha
phenotypic severity was dependent on the stage of treatment and
an the concentration of the chemical inhabitors of the KODAL and
SHH signaling patlways. Subihreshold concentrations ol the two
inhibitors  in  combination  caused  severe  eflects.  Thess
investigations show that the partial inhibition of two pathways can
have a cumulative eflect in determining an HPE-like phenotype
and suppoert a genetic heterogeneity hy pothesis or HPE.

RESULTS

Inactivation of the NODAL signaling pathway from the stage of
gastrulation onset leads to severe forebrain defects

The clemical inhibiter SB-505%124 was used to inactivate MOHDAL
signaling {Hages and Dougan, 20071 This compound has been used
previously o disect the complex pathway of the TGF - superfamily
and has been validated for mhibition of the activin ceceptor-like
kinase IALEM/S 7 -dependent activation (DaCosta Bylield et al.,
2004,

T analyze the effect of SE-505124 on chick forebrain during its
formation, we studied three molecular markers: Paxs, Shic and
MNlkx2 I The Paxt homeobox gene is specilically expresed in
developing optic vesicles, making it a good indicator of eye defects,
from hypotedorism to eyclopia, one ol the main features of the HPE
specteum (neardona et al, 19985 £hh and A2 0 are ventral
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markers of the developing forebrain (Crossley et al., 2001): they are
targets of NODAL signaling during forebrain development and are
specifically downregulated in animal models of HPE (Miiller et al.,
2000; Rohr et al., 2001).

We used ex ove chick embryo cultures (so-called roller cultures)
to test the effects of NODAL signaling inhibition during early
brain formation (Dupé and Lumsden, 2001). The NODAL
signaling pathway was inactivated in whole embryos from the
onset of gastrulation (between stage 4 and stage 6 in the chick)
until the primary regionalization of the forebrain (stage 12). The
NODAL pathway is required during early gastrulation (Shen,
2007), so a concentration and a stage of treatment allowing
gastrulation to occur but causing a forebrain phenotype had to
be determined.

Whole chick embryos (n=317) from stage 4 to stage 6 were
exposed to one of a series of SB-505124 concentrations: 10, 25, 50
or 75 pM. At least five different experiments were run for each
condition. Because we clearly observed a phenotypic heterogeneity,
we individualized three distinct phenotypes on the basis of the
morphology and gene expression (arbitrarily classified as categories
1, 2 and 3) (Fig. 1A).

At the onset of the gastrulation (Stage 4+), most embryos (70%)
treated with 25 pM 5B-505124 were similar to controls (DMSO-
treated embryos) in terms of morphology and expression of Pax6,
Shfrand Nkx2.1 (Fig. 1A, category 1). However, 30% of the embryos
displayed a mild phenotype, involving forebrain hypoplasia (Fig. 1A,
category 2). In these category 2 embryos, optic vesicles were
formed, as shown by in situ hybridization for Pax6, but they were
in a more ventral position than in controls. They were fused only
in rare cases. Importantly, expression of both Nkx2.1 and Shh was
specifically downregulated in the rostral diencephalic ventral
midline (Fig. 1A, arrowheads) similar to that described in several
HPE models (Allen et al., 2007; Higashiyama et al., 2007), including
hypomorph mutants for NODAL signaling (Lowe et al, 2001;
Vincent et al., 2003). At 5B-505124 concentrations of 50 pM or
75 uM administered from stage 4+ (Fig 1B), forebrain defects were
severe (category 3) and characterized by anterior truncation with
non-fused neural folds (Fig. 1Ad, T*), no formation of optic vesicles
and downregulation of the expression of Shh and Nkx2.1 in the
rostral midline (Fig. 1Ah,Al). This category 3 phenotype was
observed in 59% and 77% of the embryos treated with 50 pM and
75 pM, respectively, from stage 4+.

We tested the response of chick embryos to SB-505124 according
to the stage of treatment. The category 3 phenotype was frequent
among embryos treated with 50 pM from stage 4 (68%) or 4+ (59%)
(Fig 1C), but this severe phenotype was significantly less frequent
when the treatment was started at stage 5 (10%). After stage 5,
severe phenotypes were not observed: category 2 was more frequent
for stage 5 (59%) and category 1 for stage 6 (63%).

In conclusion, category 3 (severe) phenotypes were mainly
observed at a drug concentration over 25 pM initiated at stages 4
or 4+, just at the onset of gastrulation,

Cyclopamine causes progressive cyclopia in a dose-dependent
manner

Cyclopamine is a well-characterized chemical inhibitor of the SHH
signaling pathway (Cooper et al, 1998; Incardona et al., 1998): it
inhibits the morphogenetic activity of the SHH pathway by binding
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B — Cat 1 Cat 2 HCat 3
SB-505124 Stage 4+

80%
B0%:
40%
0% %

05— e

10pM 25uM 50uM

Stage § Stage £

Stage 4

Stage 44

Fig. 1. NODAL signal inhibition by SB-505124 treatment |leads to severe
forebrain defects; the dose-response relationship is nonlinear. (A) Ventral
views of chick embryo heads at stage 12. Control embryos in=150} were
treated with DMSO {(Aa, Ae, Ai). Other embryos were treated with one of a
series of 5B-505124 concentrations (10-75 pM) between stage 4 and stage 6
(n=317). Resulting phenotypes were classified into three categories according
ta morphology and in situ hybridization for Paxé (n=111) (Aa-Ad), Shh (n=107)
(Ae-Ah) and Nkx2.1 (n=99) (Al-Al). The order of increasing severity was:
category 1, category 2 and category 3. Arrowheads show the downregulation
of Shh (Ag) and Nkx2-1 Ak} expression in the ventral forebrain. (B) Distribution
of the phenotypes of stage 4+ embryos treated with one of a series of SB-
505124 concentrations: 10 uM (n=15), 25 pM (n=20), 50 pM (n=22) or 75 pM
(n=26). (C} Distribution of the phenotypes of embryos treated with 50 uM SB-
505124 starting at various stages: from stage 4 (n=40), stage 4+ (n=22), stage 5
(n=29) and stage 6 (n=16). OV, optic vesicles; T, telencephalon; T*, non-fused
telencephalon; Cat, categary.

225



226



RESEARCH REPORT

gsn

B Catl I Cal 11 W8 Cart 1L

L%y T
Slage 24

HU'E

mnre,

A05s

20

HEN 1 : i :
IR THTFERT] FECRTL]

Feg, 3, Cyslopamine cauies cyclapia in a dose-dependent manner,
v Weniral views of chick embrgo heads at stage 12. Theee phenotypes wena

distinguished morphologically. Pans mBMA was used as a marker for optic
wesiclas [n=T0) Thee crder of increaseg sevenky wirk Category | ategory B
ared category b, (B) Distribution of the phenaotypes chserved for embnos
treabed at stage 4 by ore of a senes of concentrations of cydopamine:
QG M n=300 Q025 pM [n=38) 25 M [n=48&) or 25 gM =33 O, Gptic
wesicles; OW*, single optic weside; T, tel encephalon; Cak, cateqory. Brackets
highlight the distarce between cpbc vesicles

te and preventing activation of the transmembrane protein,
Smoothened {Smo) (Chen et al, 2002 Lipinski et al., 2008} Firss,
as for SB-505124, we identilied the stages and concentrations at
which cyclopamine caused HPE-like defects.

Chick embryas were exposed to cyclopamine concentrations
between 0006 phd and 2.5 pivl at stage 4+ {Fig. 2). After 24 hours
of culture, the embryos were mdividually scored for merphological
abnormalities and Paxé expression. A phenotypic index was
caleulated and the phenotypes were classified into three categories,
from normal embryo, category 1 to embryos with fused optic
vesicles, category 110

All embryes treated with (006 pb of cyclopamine ag stage 4+,
showed normal bead development {ctegory [ Normal head
development was simikardy ohserved in 85% ol the embryos treated
with U125 pM cvelopamine. The ather 15% showed partial fustan
of the optic evaginations ventrally, as confirmed by analysis of Paxd
expression. This was defined as the category 1 phenotype (Fig. 240,
At a higher cyclopamine concentration (k5 pivdl, we observed a
new phenatype (category 11) characterized by optic vesicle fusion,
from partizl husion to cydopia, asociated with an elongated
forebmin  (35%) \Fig. 2A). At the highest concentration F
cyclopamine tested (2.5 pM), 75% of the embryps displayed a
category LI phenotype (Fig. 28}

4
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Ta determine when Shh-dependent forebmin patterning ocowrs,
embryos were treated with 2.5 pbél cyclopamine at vardous stages.
Exposure at stage 5 or 6 resulted in a high proportion of cyclopic
embryos |data not shown). However, following treatmend with
15 pM cyclopamine starting ag stage 7, none of the embryos
developed cyclopia.

These experiments describe the relationship between cyclopia
and both the stage of treatment and cyclopamine concentration.
They canfirms the invelvement of $HH in the ventralization of the
forebrain during eady gastrulation (stages 5 and 6) {Per and Kessel,
19971, These experiment: also identified a  subthreshold
concentration {006 ph) of cpdopamine that has no apparent
morphological eHect on either head development or tusion of the
optic vesicles.

Combined partial inhibition of SHH and NODAL signals leads to
cyclopic embryos

We studied the effects of combined treatment with the inhibitors
of the WOIDAL and 5HH signaling pathways, at subthreshobd
concentrations. SHH signal inactivation between stages 4 and &
was required to obtzin cvclops (see abovel. MODAL inactivation
before stage 5 was required to cosse a forcbrain phenotype.
Therefore, we used stage 4+ embryos for these experiments,

Stage 4+ chick embryos (total =187} in roller cultures were
exposed to 0.006 M cydopamine ar 25 phl SB-505124 or bothe
Baat expression was studied in these embryos.

We delined three new phenotypic categories (1* to [L1%) to score
the degres of fusion of optic vesicles, These categories are similar
tir thise defined or cyclopamine treatmeent, but inchuce progressive
torebrain hypoplasia (Fig. 34). Thus, category 1* was defined as
embryos with non-fused expression of Paxf in the optic vesicles
(Fig. 3Aa), and included morphologically normal embryos and
embryas with slightly ectopic optic vesicles. Category 11* | Fig. 3Ab)
embryos displayed a phenotype with ectopic optic vesicles (ventral
position} with continuous expression of Paxd, Category LL® was a
severely alfected phenotype with partial or complete fusion of the
optic vesicle Joyelopia) asseciated with marked forebmin hypoplasia
(Fig: 3Ac, Ad). We scored the severity of the phenotypes after the
three treatments [Fig. 36).

The most severe phenotype, category 111%, was never ohserved
falkywing treatment with 0006 ph cyclopamine alone, and onby 6%
of these embrvos displayed a category 11° phenotype (Big. 3BL
Following trestmient with 25 phd $8-505124 alone, 7% of the embiryos
were category [1* and 5% category 1%, About 20% of the embeyos
subjected to the double trestment were cutegory 1% and 14% category
LL*. The proportions of categories 11° and 11* differed significantly
between combined and single inactivation groups (P=4 100,

Therefore, combination of the two inhibitors 2t subthrechold
concentrations cavsed mord severe midline abnormalities than
either inhibitor alone. These findings suggest that abnormal
MODAL and SHH signals interact to produce wvarious HPE-
spectrum phenotypes. Simikar double treatment started at stage 5
(r=44) or slage 6 (n=20) did not have a greater eblect than single
treatments {data not shown}.

HMECUSSION
The molecular basis for the variable expressivity and reduced
penetrance of HPE has not yet been identified. However, the

dmm.Eaialogiats.org
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Fig. B, Simultarseous partisl inhibision of ROMAL and SHH causes WP-like:
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dhoubie treatrrent besding o the HPE ke phenctype (P=ae107% 6, opbe
wencl ey 06", single optc yeaichs T, elencephaion; Cat, category,

digenism described in animal models for HPE supparis the
exisience of o heterogeneous and multigenic mechanism in some
human cases, in which the penetrance and expressivity of
hetercaygous koss-of-function mulations can be modualated by cne
or more other muwiations (Mercier e al., Xl 1; Boessler etal., 20020
Here, we repaort the development of an animal model in which
various signaling pathways can be simultansously and partially
imhihited. We used this model to mactivate the MODAL and SHE
pathways, hoth major pathways implicatsd in human HPE, during
forebrain development.

In knockout maodels, the loss of NODAL signaling bocks
gastrulation and is embryondcally lethal {Lowe et al, 2001).
However, analysis of Modal-ensuffickent embryos revealed thae
although the gastrulation takes place, eye feld and forcbrain fail
ta develop propedy and a HPE-lke phenotype develaps (Lowe ot
al, BHl; Vincent e al, 3HEE Andersson et al., WG Yang et al.,
2000 Here, we used the ALKAS recepior imhibitor, SB-606124,
for partial inhibition of the NODAL pathway dorimg chick
develapment. It was previoasly shiown that this drug added to
developing, rebrafish at various stages of development causes a
specirum af phenobvpes, including cyclopa, that are phenacopies
of WOKDAL component mutams (Hagos and Dougan, 3T, Even
though multiple Ligands can activate the ALKA457 receptars, our
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phenatypes resemble those resulting from reductions in niodal

related gene function (Yincent et al., 2003; Andersson et al, 3
Yang et al, 3110). This seggests that the other activinlike Bgands
are either mot implicated during the stages we examined or act
downstream of Modal signals.

It fias mot yet heen established when NODAL signals contribote
to the anterior midline specdication i chick embryos. In our
experiments, embryos were treated in roller culture with various
concentrations of S3E:505124 at the onset of gastrulation. The
severity of the resulting defects in farebraim development depended
hoth on the concentration of the inhiabitor and the stage at which
treatmeent started. MODAL is essential for gastrulation through the
regulation of several major genes; however, the difficaley was to
find a window and concentration at which the inhibibion was strong
enough to induce an HPE-like phenotype {categary 21 withaou
causing & phenotype that was ton severe [category 31, During cur
SB-505134 trestment, analysis of ferd expression did not reveal
any typical cvclopic phenotype, whereas ir sita hybridization
evidenced reduced, or loss of, Sk and M2 ) expression in the
rostral midline region. Despite the ladk of the typecal HPE
phenatype, this absence of expression of Shiv and A2 § at the
anterior boundary of expression sepport the dea that these
category 2 embryas display a FIPE-like phenctype (Lowe et al., 2000;
Anderson et al, WX Vincent et al. 2005 Allen et al, 20007
Higashivama et al, 27, The crucial stage for WCHRAL signaling
in our model is before stage 5, which is consistent with the
description of NMODAL expression: Nodal s expresssd in the
miicldle theee- quarters of the primitive streak, eeduding Hensen's
node, up to stage 5; Mvdal expression then ceases in thie madbine
[Laweom et al, MM

Cydopamine treatment coused, in & dose:dependent manner,
fasean of the optic vesickes wp to cyclopia, the most severe typucal
craninfacial defect in HPE Ioterestingly, in FIPE patients with
altered SHE signaling, midline malformation ranges from
hypotelorsm to complete cyclopaa ( Muenke and Beachy, 2. The
features of sur model are censistent with the demonstration by
Caordero et al. of a relatonship between the timing of Hedgehog
disruption and the severity of the facal phenatvpe (Cordero et al,
2 ) Interestingly, embaeyos subjected to cyclopamine treatment
starting as late as stage 7 developed a cyclopes phenatype This is
in agreement with the contiomous expression of Sich throughout
the nods at stage 4 and subsequently in the prechacdal
mesendoderm at stage 7, the crucal structure for ventral forebeain
patterning (Crossley et all 2001}

We investigated whether mmor defects in MORAL and SHEH
pathways can symergize te produce HPE disorders. Our preliminary
experiments indicated that stage 44 embryas wers suitahle for these
expertments for two reasons. First, 55506124 had the largest effect
on hesd development when adminisirated at stage 4 and da
Second, the stage 4+ is easy to distinguish, but ako very transient,
leading to less variahility in the results. We used concentrations of
inhibitors that in isalation did not casse any severe forebrain defect
or severe optic vesicle fusion (25 phd SE-S05134 and QNG pb
cvclopaminel. The proporbon of embryos with ventralized optec
visicles (category 1171 and fasion icategory L1 was substantially
higher follvwing double treatment than single trestment. A nopdic
vesicle phenotype was observed in 34% of douhle-treated embrvos,
and optic vemicle fusion up to cyclopia in 15%. This effect was not
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reproduced when embryos were treated slightly later, at stage 5.
These experiments show that minor inhibition of both SHH and
MODAL pathways can lead o abnommal development of the
forebirain midline, whereas similar inhibition of one or sther in
isolation does nod. The penetrance of the phenotypes obiained was
incomplete and variable, which is a common leature of mest HPE
models described [Lowe et al, 2000; Allen et al, 2007; Zhang et
al, 200 1; Cordero et al, 2004).

Cyelopamine and 5B-505124 single treatments as a combination
of both inhibitors generated phenotvpic heterogeneily, This
virrzability, from no morphological antecior delcit to severe anterior
truncation, is greater with intermediate concentration of inhibitors
(540 pol for SB-505124 and 0.5 pM e cydopamine al stage 4+ il
rellects the importance of the guantitative requirement of the Level
al NODAL and SHH signaling during forebrain development.

MODAL and SHH signaling are decisive in forebrain fate
determination and the cofresponding genes are expressed
simultanesudy in the primitive siceak and the prechordal plate.
The mechanismn by which NODAL signaling regulates SHH activity
during gastrulation has yet o be determined. However, several
studies have indicated that the MODAL pathway regulates ventral
forebrain patterning through SHH-independent mechanisms {Bolr
ef al, 2001; Monuki, 2007]). SHH might have to reach a threshold
concentralbon W ensure proper lorebrain development [Young et
al, 2010%. The dose- and siage-dependent relationshap we observe
here is consistent with a threshold efect: slightly reduced MODAL
signaling might cause a small dewnregulation of SHH, which
produces a HPE phenstype anly when asociated with another
small decrease in SHH signaling.

Chverall, we demonstrate that weak inhibition of o signaling
pathways, one downstream of the other, can lead to an HPE-like
phenotype. A similar interaction between NODAL and BMIP has
alio been demonsirated in forebrain developrment [Yang et al,
o). Therelore, several independent genetic events influencing
different signaling pathways imvolved in forebrain development,
acting al the seme or different embryonic fages, can cause the HPE
phenotype, must probably through regulation of the main HPE
signaling pathway, SHH. This could be the basis for the phensiypic
heteragenesity observed in families segregating mutations in SHH.
This i+ eoherent with the systematic decrease of 3k in animal
muodels with partial inhibilions of various signaling  pathways
{ Krauss, 2007; Fernandes and Heébect, 2008; Geng and Cliver, 20609,
Yang e al, 200100, These observations are consistent with o ‘mulii-
signaling pathways-hit" model. 18 is likely that as-yet unidentified
polymuorphisms contribute to the hypomorphic effects involved in
HPE. Further work with whole exome sequencing would help
confirm this theory.

MATERIALS AND METHODS

Raller-tube culture and chemical inhibition in chick

Fertile hens” eggs were incubated in o humidified moom at 38°C.
The embryos were staged according (o Hamburger and Hamilion
(Hambuwrger aind Hamilton, 19%2). They were collected an stages 4,
d+, 5 and 6 and coliured as described elsewhers (Dupé and
Lumsden, 20015 Five embryos, [olded and sealed along the
longitudinal axis, were transferred o0 a 5-ml plastic bole
containing 500 pl of Lichovite medivm. The bottles were placed
o a roller apparaius motating at 30 revalutions minute, inclined at

Haloprassncephaly snd genetic heteragensity

an angle of aboul 107 in a 38°C incubator. Development was then
allowed 1o proceed for 24 hours. The embryos were treated with
the lollowing compounds: cyclopamine [Sigma) from o stock
solution of 1 mg/ml in 2-hydroxypropyl-f-oyelodextrin {HEC,
Sigmal; and SB-505124 (Sigma-Aldrich), (rom o stock solution of
24 mgiml in DRSO Mo boxicity was abserved up o 100 pM for
AB-505124 (DaCosta Bylield er al, 2004). Embryos were treated
with cyclopamine, 5B-505124 or both included in the culture
medium continuously, stacting from stage 4 1o stage 6. Control
embryos were treated with DMS0 (=352} or HEC (n=115). In
our culture conditions, about W ol the embryos were
marphobegically normal; the only visible abnormalities in the other
10% were localmzed GEilures of newral tube closure. However, the
anatomical regionalization and gene expression of Paxd, N2
and Shh were in all cases apparently normal,

Whole-mount in sity hybridization

Antisense digoxigenin-labeled riboprobes were used e whole-
moaunt in site hybridication on chicken embryos as previously
described (Chapman et al, 2002} Plasmeds carrying chick Sf,
N2 §and Paat were used as templates to generate the antisense

riboprobes.

Suatistical analysis

Varables are expressed as numbers and percentages, Fisher's exact
fests were wied lor comparisons. We used a type [ error of 0005,
by convention.
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DISCUSSION GENERALE ET PERSPECTIVES

L’objectif de ma these s’inscrivait dans le travail global de I'équipe sur une pathologie
du développement du cerveau antérieur, I’'Holoprosencéphalie. Derniérement, I'équipe a
mis en évidence I'implication de la voie de signalisation Notch dans I’'HPE, ce qui m’a amenée
a tenter de déterminer le role de la voie Notch au cours du développement précoce du

cerveau antérieur.

La voie de signalisation Notch agit par inhibition latérale
au sein de I’hypothalamus en développement

Au cours du développement embryonnaire, j’ai montré que les acteurs de la voie Notch,
ligand et effecteurs, s’exprimaient spécifiquement au sein de I’hypothalamus, une structure
se développant au niveau de la ligne médiane du cerveau antérieur. De plus, les profils
d’expression en « poivre et sel » de ces genes suggérent fortement un mode d’action de Ia
voie Notch par inhibition latérale (Louvi and Artavanis-Tsakonas, 2006). Ce mécanisme bien
connu de la voie Notch n’avait pas été précédemment décrit au sein de I’"hypothalamus en

développement.

En effet, de nombreuses études effectuées dans différents tissus tels que I'oreille
interne, I'épithélium olfactif, la rétine ou la moelle épiniere montrent que la neurogenese se
déroule grace a une boucle de régulation entre la voie Notch et les genes proneuraux, se
traduisant par la mise en place du mécanisme d’inhibition latérale. Mon travail de these a
mis en évidence qu’au sein de I’hypothalamus, la voie Notch utiliserait les mémes

mécanismes pour maintenir I’état indifférencié des progéniteurs hypothalamiques neuraux.
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e Action de la voie Notch dans le développement de I’hypothalamus

Jusqu’ a trés récemment, trés peu de travaux faisaient état d’'une implication de la
voie de signalisation Notch au niveau de la formation des premiers neurones de

I’hypothalamus.

Cependant il existe des études d’expression chez plusieurs modeles animaux. Chez le
poisson-zébre, les différents ligands delta A, B et D et le récepteur notchl au stade 20 (HH13
chez le poulet) présentent un patron d’expression « poivre et sel » au niveau de
I’hypothalamus, caractéristique du mode d’action de la voie Delta/Notch par inhibition
latérale (Dutta et al., 2008). Chez la souris, il n’existe pas d’étude montrant la présence de
I'activité Notch au cours des premiers stades du développement de I'hypothalamus, c’est a
dire au stade E9.5. Cependant, HES1 et ASCL1 ont déja été identifiés au sein de progéniteurs
hypothalamiques de I’Arc (Blackshaw et al., 2010; Kele et al., 2006; Kita et al., 2007; Pelling
et al.,, 2011).

Chez I'embryon de poulet, deux récepteurs Notch sont identifiés (NOTCH1 et
NOTCH2) ainsi que quatre ligands (DLL1, DLL4, JAGGED1 et JAGGED?2). Leur expression lors
de la neurogenése a été principalement caractérisée au niveau de la moelle épiniére et du
cerveau postérieur mais tres peu détaillée au niveau du cerveau antérieur (Myat et al.,
1996). DLL1 a été mis en évidence au niveau des premiers neurones prospectifs apparaissant
avant la fermeture du tube neural ou il permet l'inhibition de la différenciation neuronale
des cellules voisines (Chitnis, 1995; Henrique et al., 1995). Dans notre étude, nous nous
sommes placés au stade de linduction de I'hypothalamus comme le révele I'analyse
d’expression de Nkx2.1, marqueur de I’hypothalamus prospectif (Aoto et al., 2009; Marin et
al., 2002; Pera and Kessel, 1997; Sussel et al., 1999; Xu et al., 2008). Nous avons pu définir
que l'expression du ligand DIl1 et de deux effecteurs de la voie Notch Hes5 et Heyl au
niveau de I’hypothalamus débutait peu avant le stade HH11 chez 'embryon de poulet. Ces
génes présentent un patron d’expression caractéristique de type « poivre et sel » qui
persiste jusqu’au stade HH15 au niveau de la partie antérieure de I’hypothalamus. Ceci
suggere que la voie de signalisation Notch jouerait un réle dans le développement de

I’hypothalamus deés le stade HH11. Par ailleurs, la distribution caractéristique en « poivre et
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sel » de DIl1 implique un role de NOTCH dans le développement des neurones de

I’hypothalamus.

Lorsque j'ai débuté ma thése, il n’existait pas d’étude fonctionnelle réalisée chez la
souris impliquant la voie Notch dans le développement précoce de I’hypothalamus.

Le mutant pour le gene Rbpj étant létal a E9.5, aucune fonction de la voie Notch au
cours du développement de la lighe médiane n’avait été observée.

Seule une étude menée a un stade tardif du développement hypothalamique (E13.5)
montrait que la voie Notch était nécessaire a la spécification des neurones hypothalamiques
synthétisant I'arginine vasopressine (AVP) et I'ocytocine (OT) et la somatostatine (SS) au sein
de différents noyaux hypothalamique (PVN, SO, aPV) (Aujla et al.,, 2011). Les auteurs ont
utilisé des souris déficientes pour un effecteur de la voie Notch, Hes1. Ces souris survivent
jusqu’au 18°™ jour et présentent une réduction de la taille de I’hypophyse antérieure. Or
c’est cette structure, régulatrice de I'homéostasie, qui recoit les axones terminaux des
neurones AVP, OT de I’hypothalamus. Les auteurs ont également montré qu’au stade E16.5
et E18.5, les neurones (AVP) sont formés dans les noyaux PVN et SO, mais qu’ils sont
anormalement localisés et que leurs projections axonales dans I’hypophyse sont anormales.
De plus la perte de fonction de Hes1 provoque une réduction des neurones SS dans I'aPV
associée a une orientation aberrante de leurs axones vers la glande pituitaire. L'ensemble de
ces résultats suggere un réle de HES1 dans le guidage des axones hypothalamiques et plus
généralement que la voie de signalisation Notch faciliterait la migration des neurones
hypothalamiques. Cependant, chez la souris, la différenciation des neurones

hypothalamiques débute entre les stades E10.5 et E12 (Ishii and Bouret, 2012). Or, dans

I’étude menée par Aulja et coll., aucun résultat n’est décrit a ce stade.

Dans les derniers mois de ma these, les mémes auteurs ont publié une étude
fonctionnelle permettant de confirmer le role de la voie Notch au cours du développement
de I'hypothalamus (Aujla et al., 2013). Pour cela, Aujla et coll. ont utilisé des souris avec une
mutation perte de fonction conditionnelle pour I'effecteur de la voie Notch, RBPJk (Han et
al., 2002). En utilisant le promoteur de Nkx2.1 exprimant la Cre, ils ont pu obtenir

I'inactivation de la voie Notch restreinte aux tissus exprimant Nkx2.1 (RBPJﬂ/ﬁ; Nkx2.17).
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Les auteurs ont ensuite focalisé I'étude du phénotype sur le controle de la
différenciation des neurones du noyau arqué (Arc) de I’hypothalamus.

Le noyau Arc, contenant des pro-opoiomelanocortin (POMC), le neuropeptide Y (NPY)
et 'hormone de libération de I'hormone de croissance (GHRH), régule l'alimentation,
I'équilibre énergétique et la taille du corps. Chez les souris RBPJK™ :Nkx2.17 V'étude
menée a E13.5, montre qu’une augmentation de I'expression du gene Ascl1 coincide avec
I'augmentation de la prolifération et I'accumulation des neurones de I'Arc (Aujla et al.,
2013). Plus tardivement a E18.5, le nombre de neurones POMC, NPY et GHRH est fortement
augmenté chez les mutants. Ce travail montre qu’en l'absence d’activité Notch, une
neurogeneése précoce prend place au niveau des tissus hypothalamiques, associée a une
surexpression d’Ascl1.

Ce travail s’avere complémentaire a celui que j’ai réalisé au cours de ma thése. I
constitue une étude fonctionnelle qui permet de confirmer le réle de la voie Notch au cours
du développement de I’hypothalamus. En complément, notre étude montre d’'une part que
cette fonction de Notch prend place dés les tous premiers stades de la neurogenese de

I’hypothalamus, et d’autre part qu’elle fait appel au mécanisme d’inhibition latérale.

Cependant, il existe une divergence concernant la fonction exercée par les genes Hes
lors de ce processus. Aujla et coll. attribuent la présence de la neurogenése précoce chez les
mutants RBPJ a I'absence du géne Hesl1 dans les neurones de I’Arc. Inversement dans le
modele poulet, 'utilisation du DAPT tend a démontrer que I'effecteur principal de la voie
Notch dans I'hypothalamus serait HES5. En effet, I'expression de Hes5 est totalement
absente alors que I'expression de Hes1 reste inchangée au stade impliqué dans notre étude
(HH11 chez le poulet). Cependant, de facon similaire les analyses réalisées au stade E9.0
chez les mutants RBPJ”" et Notch1”" implique le géne Hes5 (de la Pompa et al., 1997; Yang et
al., 2006).

A I'avenir, il sera donc trés important d’étudier le phénotype de I’hypothalamus de
ces souris conditionnelles RBPJk’ﬂ/ﬂ;kaz.l'Cre (Aujla et al., 2013) a un stade plus précoce,
c’est a dire entre E9.0 et E11. Ces stades sont équivalents chez le poulet a ceux auxquels
nous avons mené notre étude et fondamentalement ils correspondent a I'apparition des

premiers neurones dans I’hypothalamus chez la souris (Mastick and Easter, 1996).
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En particulier, cela permettra de montrer si la différenciation des neurones chez le
modele souris se fait également par le processus d’inhibition latérale impliquant le réseau

Notch/génes proneuraux comme nous I'avons décrit chez I'embryon de poulet.

e Une déficience de la voie Notch entraine une neurogeneése précoce par perte de

I'inhibition latérale

Aujourd’hui, nous disposons de beaucoup d’éléments de réponse concernant les
mécanismes nécessaires a l'induction des précurseurs neuraux au sein des cellules
neuroépithéliales. En effet, le mécanisme d’inhibition latérale de la voie Delta/Notch a été
trés bien décrit chez la Drosophile pour expliquer la différenciation des neuroblastes
(Cabrera, 1990; Muskavitch, 1994; Simpson, 1990). Chez la Drosophile, avant que ne débute
I'inhibition latérale, toutes les cellules d’un cluster proneural expriment de facon ubiquitaire
et transitoirement Delta et Notch. Un déséquilibre spontané de leur expression survient
alors lors du processus d’inhibition latérale. Les cellules qui se différencient en neuroblastes
expriment les ligands DELTA et inhibent la différenciation des cellules voisines en
neuroblastes. Ce mécanisme génere alors un patron d’expression en « poivre et sel » pour
les différents acteurs de la voie Notch. Bien que la régulation de la différenciation cellulaire
soit plus complexe chez les vertébrés, I'inhibition latérale survient de la méme facon dans les
territoires des progéniteurs neuraux. Par exemple, il a été démontré que les génes
proneuraux sous la dépendance de la voie Delta/Notch permettaient la production de
progéniteurs neuraux au niveau de 'oreille interne (Adam et al., 1998; Kiernan, 2013; Neves
et al., 2013), de I'épithélium olfactif (Cau et al., 2002; Shaker et al., 2012), de la rétine
(Hatakeyama et al., 2001; Henrique et al., 1997; Ma et al., 2009), de la moelle épiniere (Bae
et al., 2005; Sugimori et al., 2007) ou du télencéphale (Casarosa et al., 1999; Imayoshi et al.,
2013). Se met donc en place une régulation réciproque, similaire a celle observée chez la
Drosophile, entre la voie Notch et les génes proneuraux qui permettra aux progéniteurs

neuraux d’acquérir un destin cellulaire spécifique.

Il est établi aujourd’hui que c’est une surexpression de génes proneuraux qui entraine
une neurogenése précoce lors d’une inhibition de la voie Notch (Bertrand et al., 2002). En

effet, différents modeles de souris mutantes pour des acteurs de la voie Notch montrent des
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phénotypes de neurogenese précoce associés a une surexpression de genes proneuraux.
Lors de pertes de fonction affectant les récepteurs Notchl, 2 et 3, le cofacteur Rbpjk et le
ligand DIl1, des perturbations de la neurogenése sont observées a plusieurs stades du
développement (de la Pompa et al., 1997; Hamada et al., 1999; Hrabe de Angelis et al., 1997;
Mason et al., 2005; Oka et al., 1995; Przemeck et al., 2003; Yun and Bevan, 2003). La plupart
du temps, Hes5 y est sous exprimé, alors que les facteurs proneuraux tels que Ascll et
Neurog sont surexprimés, a |'exception des mutants Notch2 olu aucun changement
d’expression des genes Hes, Ascll et Neurogl/2 n’est détecté (Hamada et al., 1999). De
méme chez les mutants pour les génes Hes, principales cibles de la voie Notch, une
différenciation neuronale précoce caractérise un défaut d’activité de la voie Notch (Cau et
al., 2000; Imayoshi et al., 2008; Ishibashi et al., 1995; Nakamura et al., 2008). Ce phénotype
est accentué chez des doubles ou triples mutants pour les génes Hes, confirmant leur
redondance d’activité au sein des populations neuroépithéliales (Hatakeyama et al., 2006;
Hirata et al., 2002; Imayoshi et al., 2008; Ohtsuka et al., 1999; Ohtsuka et al., 2001). Par
ailleurs, chez le triple mutant Hes1; Hes3; Hes5 |'expression du géne Heyl est fortement
augmentée mais ne suffit pas a compenser la perte de fonction des protéines HES (Imayoshi
et al., 2008). A l'opposé, les mutants concernant les génes proneuraux présentent des
défauts de différenciation neuronale. En effet, les mutants homozygotes pour les trois genes
proneuraux Ascl1, Neurogl et Neurog2 présentent une diminution des précurseurs neuraux
et des défauts dans différents territoires neurogéniques tels que les ganglions craniaux,
I’épithélium olfactif, la rétine ou la moelle épiniere (Fode et al., 2000; Guillemot and Joyner,
1993; Guillemot et al., 1993; Ma et al., 1998). Les doubles mutants générés pour ces facteurs
proneuraux et facteurs neuraux (famille des NeuroD) présentent logiquement des
phénotypes séveres au niveau des territoires neurogéniques, avec un arrét de
différenciation neuronale comme c’est le cas au niveau de I'épithélium olfactif (Casarosa et
al., 1999; Cau et al., 2002; Ma et al., 1996; Nieto et al., 2001; Tomita et al., 2000). Il est donc
établi que la cascade d’activation de la voie Notch et des facteurs proneuraux est essentielle
a la formation correcte des territoires neurogéniques comme a la spécification des neurones
sensoriels ou neurosécréteurs.

A ce jour, le role de la voie Notch au sein de I’hypothalamus n’est identifié que
tardivement au cours du développement embryonnaire. En effet, les études réalisées chez la

souris ne permettent pas de décrypter le mode d’action de la voie Notch et son réle dans la
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neurogenése primaire au sein de I'hypothalamus (Aujla et al., 2011; Aujla et al., 2013).
L'identification des patrons d’expression avec un profil « poivre et sel » des génes DIl1, Hes5,
Hey1, Ascl1l et Nhlh1 au niveau de I'hypothalamus en développement est associée a une
neurogeneése précoce en présence de DAPT ce qui se traduit par une augmentation de la
densité neuronale.

L’'ensemble de ces résultats suggere fortement un mode d’action de la voie Notch par
inhibition latérale impliquant la boucle de régulation entre la voie Notch et les génes

proneuraux.

Caractérisation de nouvelles cibles de la boucle de
régulation Notch/génes proneuraux dans des territoires
neurogéniques

e Ascll orchestre la neurogenése de I’hypothalamus

Plusieurs études ont démontré que le gene Ascll agissait de facon dominante par
rapport aux autres genes proneuraux dans I’épithélium olfactif chez la souris (Cau et al.,
2002; Cau et al., 1997; Guillemot and Joyner, 1993). Inversement, ce sont les facteurs de
transcription NEUROG1 et NEUROG2 qui jouent un réle plus prédominant dans le
développement des ganglions rachidiens et de la population d’interneurones dl2 dans le
tube neural en développement, ainsi que ATOH1 au niveau des interneurones dl1 (Gowan et
al., 2001; Kriks et al., 2005; Lai et al., 2011; Ma et al., 1999; Powell and Jarman, 2008). Au
niveau de la moelle épiniere et du télencéphale dorsal, ASCL1 et NEUROG2 possedent des
fonctions divergentes pour la spécification de sous-types neuronaux bien que dépendantes
de la présence de déterminants d’identité neuronale (Nieto et al., 2001; Parras et al., 2002;
Sun et al., 2001). A l'opposé, certaines études ont mis en évidence les régulations croisées
entre les facteurs proneuraux dans plusieurs tissus neuraux dont le télencéphale, I'oreille
interne et le cerveau moyen (Fode et al., 2000; Raft et al., 2007).

Ajouté a cette combinatoire, une régulation avec des facteurs de « patterning » est
essentielle pour la détermination du lignage des progéniteurs multipotents du systéme

nerveux. En effet, il a était montré par exemple que dans la moelle épiniere, PAX6 associé a
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ASCL1 ou NEUROGL1 et 2 favorise la formation de neurones, alors que I'association entre
ASCL1 et OLIG2 ou NKX2.2 favorise la formation d’oligodendrocytes. Ces combinaisons sont
tres finement régulées dans le temps et I'espace (Sugimori et al., 2007). De plus, il s’avere
gue cette régulation combinatoire est également contexte dépendant. En effet, au niveau de
la rétine chez la souris et le xénope, c’est I'association entre ASCL1 et CHX10 qui permet le
choix du destin cellulaire des progéniteurs rétiniens (Hatakeyama et al., 2001).

Bien que les facteurs proneuraux agissent par combinaison et coopération pour activer
les programmes de différenciation neuronale, ils semblent exclusifs dans certains territoires
neurogéniques.

Nos résultats suggérent que c’est le gene proneural Asc/1 qui dirige la neurogenese
au sein de I'"hypothalamus via le mécanisme d’inhibition latérale. De facon similaire, le travail
de Aujla et coll. (2013) réalisée sur les mutants conditionnels RBPIK™ :Nkx2.17" implique
essentiellement ASCL1 (Aujla et al., 2013). Notre étude transcriptomique par puces a ADN
réalisée sur 'ensemble du prosencéphale indique que les trois génes proneuraux Ascll,
Neurogl et Neurog2, sont surexprimés lors de I'inhibition de la voie Notch a partir du stade
HH10. Cependant, nos études par hybridation in situ montrent que seul Ascl/1 est exprimé
dans I’'hypothalamus a ce stade. Les genes Neurogl et Neurog2 sont quant a eux exprimés
dans d’autres territoires neurogéniques du prosencéphale, comme I'épithélium olfactif et les
ganglions craniaux (données non montrées). Ceci est en accord avec la présence de
neurogenése précoce que nous observons dans ces tissus lorsque nous cultivons les

embryons en présence de DAPT.

Ces résultats suggerent donc que le mécanisme de détermination neurale nécessaire
a la neurogenése précoce de I'hypothalamus dépendrait essentiellement d’une boucle de
régulation entre la protéine proneurale ASCL1 et la voie Notch. Ceci est cohérent avec
I'étude du mutant Ascl1” qui démontre qu’ASCL1 régule la formation du pool neuronal ainsi
qgue la spécification de sous types neuronaux (GHRH, TH et NPY) (McNay et al., 2006).
Cependant, une étude montre que les génes proneuraux de la famille des Neurog ont
également une fonction dans la différenciation neurale hypothalamique, mais elle est plus
tardive. En effet, il a été montré récemment que Neurog3 sous la dépendance d’ASCL1, est

exprimé au niveau des progéniteurs mitotiques des régions VMH/ARC de I’hypothalamus et
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y est nécessaire pour le développement correct de ses sous types neuronaux (NPY et POMC)

(Anthwal et al., 2013; McNay et al., 2006; Pelling et al., 2011).

e De nouveaux génes cibles d’Ascll sont des marqueurs de I’hypothalamus

On connaft la complexité de mise en place de la neurogenése ainsi que |'existence des
cascades d’activation entre les genes anti-neuraux, proneuraux, neuraux et pan-neuraux
(Cau et al., 2000, pour revue (Kintner, 2002)).

Des analyses a grande échelle ont déterminé un grand nombre de cibles potentielles
des facteurs proneuraux. Par exemple, une étude par ChIP-Chip (hybridation des ADNc
immunoprécipités sur des puces a ADN de promoteurs) chez les mammiféres a permis de
caractériser le programme génétique régulé par ASCL1 au niveau du cerveau embryonnaire
(Castro et al., 2011). Ce travail apporte une nouvelle preuve du réle d’ASCL1 au cours de la
spécification des progéniteurs neuraux comme des étapes tardives de différenciation
neuronale et de la croissance des neurites. En effet, ASCL1 régule directement des génes
associés aux éléments et étapes majeures de la neurogenese : la voie Notch, la spécification
cellulaire, la prolifération cellulaire, la différenciation neuronale et la morphogénése des
neurites. Par ailleurs, les auteurs démontrent également qu’ASCL1 peut réguler des génes
impliqués dans la progression du cycle cellulaire tels que la cycline Cdca7Z, les kinases
cyclines-dépendantes Cdk1 et Cdk2, ou Fbxw7, Gadd45g, Ccng2, Hipk2 et Prmt2 impliqués
dans I'arrét du cycle cellulaire (Castro et al., 2011).

Une identification de cibles transcriptionnelles directes des NEUROG et des NeuroD a
également été effectuée chez le xénope (Seo et al.,, 2007). Les auteurs ont combiné une
approche transcriptomique et une étude de promoteurs pour caractériser les cibles directes
de ces facteurs de transcription. Cette étude met également en évidence le fait que les
NEUROG et NEUROD partagent des cibles communes dont la plupart sont des facteurs de
transcription impliqués dans la différenciation neuronale tels NHLH1, EBF2, EBF3 et HES6
(Seo et al., 2007).

Une étude transcriptomique réalisée chez 'embryon de poulet s’est focalisée sur les cibles
du géne proneural, Neurog2 (Lacomme et al., 2012). NEUROG2 exerce en partie sa fonction
d’activateur de la neurogenése en agissant sur |'expression de genes tels Ccndl1, Ccne.

Neurog2 va accélérer la sortie du cycle cellulaire des progéniteurs neuraux provoquant
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I'arrét du cycle cellulaire en réprimant des cyclines requises pour les différentes phases
(Lacomme et al., 2012). De fagon plus localisée, des génes cibles de NEUROG2 ont été
identifiés au sein du néocortex murin en utilisant une approche soustractive d’expression
entre des cellules corticales de souris sauvages et mutantes pour Neurog2? et
Neurogl ;Neurog2 (Mattar et al., 2004).

Les cibles identifiées dans ces différentes approches sont nombreuses mais restent
cependant différentes. Ceci peut s’expliquer par I'action contexte-dépendante des facteurs
proneuraux évoquée précédemment ((Guillemot, 2007) ; pour revue (Powell and Jarman,
2008)) ainsi que par les capacités d’hétérodimérisation des protéines proneurales (Henke et
al., 2009). On comprend alors que les génes proneuraux disposent d’une impressionnante
diversité de cibles qui vont leur permettre de réguler finement les étapes de la neurogeneése.
Il apparait donc, vu la complexité spatiotemporelle de la neurogenese, que de nombreux
génes restent encore a identifier.

Dans ce sens, les données transcriptomiques générées lors de ma thése fournissent
un outil puissant permettant d’identifier de nouvelles cibles des cascades d’activation
essentielles a la détermination et a la spécification des précurseurs neuronaux.

L’analyse de nos résultats a mis en évidence une perte de I'expression des génes
Hes5 et Hey1 au niveau de I’hypothalamus antérieur. Ceci est associé a une surexpression de
leur principale cible, le géne proneural Ascl/l. Afin d’identifier de nouvelles cibles des
répresseurs transcriptionnels HES/HEY, nous nous sommes focalisé sur les génes présentant
un profil de surexpression lors de linhibition de la voie Notch. Parmi les 1558 genes
dérégulés de fagon significative dans notre étude, la moitié étaient surexprimés. Pour
restreindre notre étude a des génes pertinents, une analyse selon les termes ontologiques a
été réalisée et nous a permis d’isoler des génes reliés au développement du systéme
nerveux. Par la suite, des recherches bibliographiques ont été nécessaires pour sélectionner
les meilleurs génes candidats. Une cinquantaine de sondes ribonucléotidiques nécessaires a
I'analyse d’expression par hybridation in situ ont ensuite été produites. Seules celles révélant
une expression différentielle au cours du développement du cerveau antérieur ont été
conservées.

Plus particulierement, 8 genes ont montré une expression spécifique au niveau de
I’hypothalamus en développement a HH15: Ascl1, Nhlh1, Stmn2, Robo2, Slitl, Chga, Tagin3
et Chrdl1. A I'exception d’Ascl1 (Buchtova et al., 2010; McNay et al., 2006), aucun de ces
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geénes n’avaient été décrit précédemment comme ayant une expression spécifique et aussi
précoce au niveau de I’hypothalamus antérieur de I’embryon de poulet.

Les génes Nhlh1l et Stmn2 relatifs a des étapes de la neurogenése sont des cibles
connues d’ASCL1 (Bao et al., 2000; Camoletto et al., 2001).

Slit1 et Robo2 sont également exprimés au niveau de I’hypothalamus antérieur dés le
stade E9.5 chez I'embryon de souris (Ricano-Cornejo et al., 2011). Les genes Slit et Robo sont
normalement identifiés dans les neurones post-mitotiques et y régulent le guidage axonal
(Marillat et al., 2002) mais récemment il a été montré qu’il étaient également présents au
niveau des progéniteurs du cortex cérébral pour favoriser leur renouvellement et cela en
synergie avec la voie Notch (Borrell et al., 2012). Cependant, la surexpression de Slit1 et
Robo2 que nous observons chez les embryons traités au DAPT est probablement liée a I’état
post-mitotique des neurones précocement différenciés. Leurs expressions conjointes avec
les facteurs proneuraux dans cette structure en fait des cibles du réseau voie Notch/genes

proneuraux et favorise une fonction dans le guidage axonal pour SLIT1 et ROBO2.

Nous avons identifié trois autres nouveaux marqueurs jamais décrits dans
I’hypothalamus en développement, Chga, Tagin3 et Chrdll. Par ailleurs le géne Chrdll
présente un patron d’expression trés intéressant car il est le seul a posséder une expression

restreinte a I’hypothalamus antérieur entre HH11 a HH18.

Le travail de Shimogori et collaborateurs (2010) a permis d’identifier précisément des
marqueurs spécifiques des noyaux hypothalamiques au cours du développement
embryonnaire chez la souris a E12.5. Il serait donc intéressant de définir si nos trois
nouveaux marqueurs sont spécifiques de certains noyaux de I’"hypothalamus antérieur. Pour
cela, il s'agirait de réaliser une colocalisation avec par exemple avec le gene Lhx1 spécifique
du noyau suprachiasmatique (SCh), et les genes Otp et Sim1 spécifiques des noyaux

paraventriculaire (PVN) et supraoptique (SON) (Shimogori et al., 2010).

255



256



¢ Nouveaux acteurs généraux de la neurogenése

Dans notre étude, il s’est avéré que les génes Tagln3 et Chga présentaient un patron
d’expression similaire au niveau de I'hypothalamus. Par ailleurs ces génes sont également
exprimés au niveau des ganglions craniaux et spinaux, de [I'épithélium olfactif, du
mésencéphale dorsal et du nerf oculo-moteur (lll). Bien que la neurogenése de ces
structures soit bien décrite dans la littérature, les genes Tagln3 et Chga n’y ont pas été
associés. Seule une étude précédente avait associé le géne Tag/n3 au développement de la
face chez le poulet (Buchtova et al., 2010). De facon pertinente, un des cribles d’Ascl1
montre que Tag/n3 pourrait étre régulé directement par ASCL1 (Castro et al., 2011).

Ces deux génes, constituent donc de nouveaux marqueurs généraux de la

neurogenese.

Nous avons ajouté a cette liste le géne Cntn2 (TAG1/Axoninl), car bien qu’absent de
I’hypothalamus, son profil d’expression est similaire a celui de Tag/n3 et Chga dans les
autres domaines. Cntn2 est décrit dans la littérature pour son expression tardive dans des
structures du systéme nerveux central et périphérique. Au stade HH28, son expression a été
détectée au niveau des neurones moteurs, des ganglions craniaux et rachidiens (Hadas et al.,
2013; Wolfer et al., 1998). Nous avons observé une expression de Cntn2 dés HH18 ainsi au
niveau de I'épithélium olfactif. Cntn2 est connu pour moduler la génération des neurones
post-mitotiques et influencer les neurones spinaux matures (Ma et al., 1998; Xenaki et al.,

2011).

D’autre part, outre son réle dans I’hypothalamus antérieur, Chrd/1 pourrait avoir un
role au niveau du développement de I'épiphyse, de la rétine ventrale et des bourgeons des
membres antérieurs et postérieurs. Ce gene codant pour une molécule antagoniste de BMP4
permet |'établissement d’un gradient au sein de la rétine pour I'établissement de I'axe
dorso-ventral ainsi que pour I'orientation des projections axonales (Sakuta et al., 2001). Au
niveau de I'épiphyse, la voie Notch est décrite pour réguler la spécification des deux sous-
types cellulaires neuronaux qui la composent : les photorécepteurs et les neurones de
projection (Cau et al., 2008). Il a été montré que la voie Notch agirait de facon synergique

avec la voie des BMP au niveau de la spécification du type neuronal au sein de I'épiphyse.
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La voie des BMP semble moduler I'activité transcriptionnelle du NICD (domaine intra
cellulaire du récepteur Notch) (Quillien et al.,, 2011). CHRDL1, en tant qu’antagoniste des
BMP, pourrait exercer une fonction dans la spécification des sous-types neuronaux de

I’épiphyse ou il interagirait avec la voie Notch.

e Perspectives

Ce travail a permis d’identifier des régulations potentielles entre des acteurs
transcriptionnels impliqués dans la neurogenése et en particulier dans la boucle de
régulation Notch/génes proneuraux. Notre étude in silico suggére une régulation complexe
entre ces acteurs, faisant intervenir des répresseurs et activateurs qui pourraient posséder
des effets antagonistes. Ce qui pourrait étre le cas pour ASCL1 et HEY1 lors de la régulation
de ces nouveaux genes cibles (e.g. Chga, Tagnl3, Chrdl1). En tenant compte de ces motifs et
des autres sites de liaison strictement attribués a ASCL1 et NHLH1 nous avons créé un profil
de régulation.

A I'avenir, nous souhaitons utiliser ces séquences nucléotidiques conservées pour
tenter d’isoler de nouveaux génes cibles de ce réseau a partir de nos données
transcriptomiques. D’autres filtres pourront étre également appliqués sur les données
transcriptomiques. Par exemple, le géne Rest (repressor element transcription factor
apparait sous exprimé dans nos données transcriptomiques lors de l'inhibition de la voie
Notch dans le cerveau antérieur. Etant donné que ce type de facteurs de transcription est
capable de se lier a des séquences nucléotidiques promotrices trés spécifiques (NRSE :
neuronal restrictive silencer element) (Yamada et al., 2010; Zuccato et al., 2007), il serait
pertinent de rechercher si des sites de liaison pour ce facteur de trancription existent sur nos
nouveaux genes de neurogenese et d’autres genes qui restent a extraire de I'analyse
transcriptomique.

A la vue de ce travail réalisé chez 'embryon de poulet, il est approprié de confirmer

nos résultats chez I'embryon de souris. Pour cela nous hébergeons actuellement les souris

Rbpj"™™° (Oka et al., 1995) dans notre animalerie. Ces souris sont croisées avec une lignée

CRE-ert

exprimant Rosa26- un promoteur ubiquitaire inductible par le tamoxiféne (Soriano,

1999) Julien et al., 2008). Le traitement au tamoxifene des méres gestantes a E8 nous
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permettra d’inactiver la voie Notch a partir du stade E8.5. Ces modalités nous permettent

d’échapper a la |étalité embryonnaire précoce qui limiterait I'analyse phénotypique.

C'est également dans l'objectif de s’affranchir du défaut potentiel de spécificité
d’inhibition du DAPT que nous mettons en place I'utilisation de I'inactivation génique chez la
souris. En effet, cette molécule est fréquemment utilisée dans de nombreux modeles
animaux pour inhiber I’activité de la voie Notch mais son action au niveau de la y-sécrétase
est susceptible d’influer le clivage d’autres substrats comme Erbb4 (Rochette and Murphy,

2002) E-Cadhérine, N-Cadhérine et Nectine-1 (Park et al., 2008; Selkoe and Kopan, 2003).

L’expression des différents acteurs de la voie Notch comme DIl1, Hes1, Hey2, Hes1 et
Hes5 a déja été analysée sur des embryons souris controles au stade E9.5, nous permettant
de nous assurer de l'activité de la voie Notch a ce stade. Actuellement, nous produisons les
sondes ARN pour étudier I'expression chez la souris des nouvelles cibles de la voie Notch
identifiées au cours de mon travail de thése. Notre objectif est d’étudier le comportement
de ces génes chez les embryons Rbp;/"™1* /Rosa26-"E*T induits par le tamoxiféne afin

d’entériner les résultats obtenus chez 'embryon de poulet.
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Notch, une nouvelle voie de signalisation dans
I’'Holoprosencéphalie

L’'Holoprosencéphalie est considérée comme la malformation congénitale majeure
affectant le développement du cerveau antérieur. La plupart du temps, les cliniciens vont
avoir recourt a I'imagerie médicale pour établir un diagnostic. En ce sens, 'identification des
cas d’HPE a été favorisée par des progrées en imagerie via I'IRM cérébrale (Hahn and Barnes,
2010). Par ailleurs, de nombreux outils diagnostiques génotypiques ont été développés au
cours des derniéres années dont la recherche systématique de mutations ou microdélétions
dans les quatre genes « majeurs » de I’'HPE (Bendavid et al., 2010; Dupé et al., 2011; Huang
et al., 2006; Mercier et al., 2011). L'objectif majeur de notre équipe est de chercher a
identifier les bases moléculaires des cas d’HPE non-chromosomiques non-syndromiques
encore non élucidés. La recherche de nouveaux génes candidats se complexifie car les génes
a effet majeur ont été préalablement identifiés et les genes restants a découvrir sont

probablement des génes a caractére mineur.
e Lavoie de signalisation Notch et ’'Holoprosencéphalie

Au sein de I'équipe, des analyses de comparaison génomique ont permis de mettre
en évidence une délétion redondante d’une région chromosomique chez cinq patients HPE.
L'exploration de cette région a permis d’identifier un nouveau géne candidat pour
I'Holoprosencéphalie, DLL1, codant un ligand du récepteur NOTCH (Dupé et al., 2011). La
récurrence de la délétion, la présence d’'une mutation ponctuelle chez un patient HPE, ainsi
que I'expression de DII1 compatible avec un réle précoce au cours du développement du
cerveau antérieur, nous ont permis d’émettre I'hypothése qu’une dérégulation de la voie
Notch pouvait conférer une susceptibilité a la survenue d’un phénotype HPE.

Dans le but de répondre a cette question, il était tout d’abord nécessaire de
connaitre la fonction de cette voie de signalisation au niveau des tissus embryonnaires
affectés dans I’HPE. Dans un premier temps, ce travail m’a conduit a m’intéresser au réle
exercé par cette voie au cours du développement des neurones de I’hypothalamus. Ainsi,
comme je I'ai discuté précédemment, j'ai montré que la voie Notch exercait effectivement
une fonction précoce au cours du développement de la ligne médiane du cerveau antérieur.
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Cette fonction semble étre restreinte a la région qui formera I’hypothalamus antérieur, ce
qui est montré par les doubles hybridations avec Shh et Nkx2.1, deux marqueurs trés bien
caractérisés de I’hypothalamus ventral (Brand et al., 1996; Dale et al., 1997; Manning et al.,

2006; Marin et al., 2002; Sussel et al., 1999).

La morphologie de I’hypothalamus évaluée par IRM est un élément important dans le
diagnostic de I'HPE (Simon et al., 2000). En effet, dans le cas d’une fusion de la région
préoptique et ou de I’hypothalamus, la dysplasie septo-optique entre dans le spectre des
phénotypes HPE (Hahn et al., 2005; Volpe et al., 2009). Chez les patients HPE, I'absence de
division de I'hypothalamus entraine des défauts secondaires tels qu’une dérégulation du
cycle veille-sommeil, de la température corporelle ainsi que de la sensation d’appétit et de
soif (Plawner et al., 2002).

Les patients HPE porteurs d’une mutation du géne FGF8 présentent des défauts de
I’hypothalamus (McCabe et al., 2011) qui sont retrouvés chez les souris porteuses de I'allele
hypomorphe Fgf8. Ces souris présentent des déficiences endocriniennes révélatrices d’un

dysfonctionnement de I’hypothalamus (McCabe et al., 2011).

A ce stade de notre étude, nous pouvons formuler I’hypothése qu’une neurogenese
précoce lors de I'inactivation de la voie Notch pourrait entrainer une perte de tissu au niveau
de la ligne médiane. En effet, chez des patients porteurs d’'une anomalie de la voie Notch, les
précurseurs neuronaux se différencieraient alors trop rapidement empéchant I'étape de
prolifération nécessaire a la formation normale du tissu. Cette perte de tissu au niveau de la
ligne médiane du cerveau antérieur pourrait contribuer a I'apparition d’un phénotype HPE.

Cependant, il semble qu’au niveau de la ligne médiane, la neurogenése précoce ne
soit pas le seul phénotype produit par I'absence d’activité Notch. En effet, I'étude de
I'identité moléculaire de cette région avec des marqueurs spécifiques de la ligne médiane,
tel que Shh (Pera and Kessel, 1997 ; Aoto et al., 2009) suggére un rble pour Notch dans la

régulation de I'expression de ce morphogeéne.
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e Notch régule I'’expression de Shh dans la plaque neurale antérieure

Nos résultats préliminaires montrent que lors de I'inhibition de la voie de signalisation
Notch, I'expression de Shh est absente au niveau du primordium de I’"hypothalamus, dans sa
région la plus antérieure, alors qu’elle continue d’étre présente au niveau du cerveau
médian et postérieur et dans la moelle épiniere.

Comme nous l'avons introduit dans ce manuscrit, Shh est le gene majeur de
I’'holoprosencéphalie. Ce qui est confirmé par les modeles de souris transgéniques. Certes la
souris Shh™" présente une HPE caractéristique (Chiang et al., 1996) mais c’est surtout
I’'absence localisée de Shh dans son domaine antérieur d’expression qui est caractéristique
de tous les modeles murins d’HPE. Par exemple, chez les doubles mutants pour la voie Nodal
et BMP (Chrd ;Nodal, Nog ;Smad3), I'expression de Shh est absente dans la région la plus
antérieure du prosencéphale, alors qu’elle est conservée dans le reste de la ligne médiane
(Yang et al., 2010).

C'est ce que nous montrons également dans l'article 3 qui décrit une inhibition
simultanée de Nodal et Shh et présente également une diminution spécifique de Shh dans
son domaine d’expression antérieur, associée a I'apparition de cyclopie.

Cette observation préliminaire suggére qu’a l'instar de la voie Nodal et Fgf, Notch
pourrait contribuer au maintien de I'expression de Shh dans la région ventrale du cerveau
antérieur. Cependant, nos embryons traités au DAPT ne présentent pas de défauts
morphologiques séveres entrant dans le spectre du phénotype HPE. De la méme facon, les
mutants conditionnels Rbpjﬂ/ﬂ Nkx2.17¢, qui ne présentent plus d’activité Notch
spécifiguement dans la ligne médiane antérieure, ne présentent pas non plus de phénotype
HPE apparent, et seule une obésité a été décrite (Aujla et al., 2013). De facon plus générale,
a ce jour aucun phénotype morphologique caractéristique de I'HPE (e.g. absence de division
du prosencéphale, hypotélorisme) n’a été décrit chez des embryons déficients pour la voie

Notch.

L’absence de phénotype HPE caractéristique reste donc un frein dans la validation de
I'implication de la voie Notch dans cette pathologie. Nos résultats préliminaires suggérent
qgue la voie Notch régule I'expression de Shh en maintenant son expression dans la région

antérieure a partir du stade HH11. Ceci est probablement trop tardif pour obtenir un
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phénotype sévere puisque Shh est nécessaire a I'induction du cerveau antérieur dés le stade
HH5 (Gimeno and Martinez, 2007; Mercier et al., 2013).

D’autre part, plusieurs études montrent que Notch et Shh sont deux voies
simultanément impliquées dans la différenciation neuronale sans qu’une interaction entre
elles n'ait été abordée. En effet, plusieurs études présentent les signalisations Notch et Shh
comme majeures pour la différenciation des précurseurs neuronaux du tube neural (Gray
and Dale, 2010; Louvi and Artavanis-Tsakonas, 2006; Roelink et al., 1995). Cependant, il a
aussi été démontré que les activités de ces deux voies pourraient agir séparément, Notch
étant impligué dans la maintenance des précurseurs alors qu’en paralléle Shh induit
I'identité neuronale ventrale (Crawford and Roelink, 2007).

Nos résultats préliminaires suggérent donc pour la premiere fois I'existence d’une
interaction entre ces deux voies au niveau de la ligne médiane antérieure. Cependant ils
soulevent de nombreuses questions sur le mécanisme d’interaction entre la voie Shh et la
voie Notch. En particulier, nos expériences d’inhibition des voies Notch et Shh montrent des
résultats contradictoires. En effet, d’'une part l'inhibition de la voie Notch entraine une
surexpression des marqueurs de neurogenése, associée a une diminution de I'expression de
Shh. Alors que d’autre part, l'inhibition de la voie Shh entraine une diminution de
I’expression des marqueurs de neurogeneése. |l est évident, a ce stade, que I'élucidation des
mécanismes moléculaires impliqués dans le controle de I'expression de Shh par Notch au
niveau de la plaque neurale antérieure sera un défi dans l'avenir pour comprendre la

physiopathologie de I'HPE.

e Le caractére « multi-hit » de 'Holoprosencéphalie

Les études moléculaires réalisées dans 'HPE humaine et animale ont apporté des
arguments dans le sens d’'une hypothése de pathologie multi-hit, et donc dans la nécessité
de plusieurs évenements pour conduire a un phénotype HPE. Etant donné I'absence de
défauts séveres caractéristiques d’un phénotype HPE lors d’une inactivation de la voie
Notch, nous envisageons que des événements moléculaires supplémentaires soient
nécessaires pour obtenir un phénotype HPE.

Cette hypothése est soutenue par de nombreux exemples chez les modeéles souris. En

effet, la nécessité d’un digénisme pour obtenir un phénotype HPE a pu étre montrée dans de

269



270



nombreux modeéles transgéniques (Krauss, 2007). Certains genes identifiés récemment,
comme CDON ou GAS1, se sont avérés avoir un effet mineur, mais pouvant potentialiser la
formation d’une HPE si des mutations dans ces genes étaient associées a d’autres mutations
pathogénes ou un fond génétique différent (Geng et al., 2008; Pineda-Alvarez et al., 2011;
Ribeiro et al., 2010; Zhang et al., 2006).

En parallele, I'équipe souhaite générer des doubles mutants chez la souris en utilisant
le mutant Shh"”" et le mutant RBP//™°* (Chiang et al., 1996; Mourikis et al., 2012). Seul le
mutant homozygote pour Shh présente une HPE sévere et ce phénotype n’est jamais
observé chez les Shh™". Ainsi, I'objectif est d’inactiver spécifiquement I'activité Notch au
cours du développement de la ligne médiane dans un fond génétique Shh*”". Dans ce
contexte, un phénotype de type HPE pourrait étre obtenu. Un tel résultat pourrait entériner
I’hypothése d’une synergie entre ces deux voies pour la spécification du cerveau antérieur.

Cela conforterait donc I'implication de la voie Notch dans I'apparition de I’"HPE.
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CONCLUSION

Depuis l'identification du géne majeur, SHH, il y a prés de 20 ans, I'état des
connaissances sur l'origine de I’'HPE a considérablement progressé. L'étude de I'HPE pose
ainsi la problématique d’une pathologie complexe qui est déterminée a un stade
embryonnaire précoce. L'étude de sa physiopathologie nécessite donc I'utilisation de
modeles animaux. Cependant cette pathologie implique de nombreuses voies de

signalisation, ce qui rend l"utilisation du modele souris transgénique complexe.

Dans mon travail de thése, 'utilisation du modéle poulet m’a permis de montrer que
Notch exercait une fonction au cours du développement de la ligne médiane antérieure.
Nous avons ainsi augmenté la complexité du réseau de voies de signalisation déja impliquées
dans la spécification du cerveau antérieur. Par ailleurs, au travers des résultats d’expériences
d’inhibition couplées, ce travail démontre que le phénotype HPE résulterait de I'addition de
dérégulations de plusieurs signaux orchestrant le développement du cerveau antérieur.
L’ensemble de ce travail a donc permis d’apporter de nouvelles données fonctionnelles sur

le développement précoce du cerveau antérieur en conditions normales et pathologiques.

Toutefois, de véritables enjeux attendent encore les équipes de recherche pour
comprendre précisément la physiopathologie de I'HPE et pour définir, au mieux, les

mécanismes embryologiques a l'origine du développement de I'encéphale.
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ANNEXES

Annexe 1.

¢ Article 4. Des analyses de CGH-array suggéerent une hétérogénéité génétique du
Rhombencéphalosynapsis.
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Abstract

Fhombencephalosynapsisisan uncommon, but increasing-
ly recognized, cerebellar malformation defined as vermian
agenesis with fusion of the hemispheres The embryclogic
and genetic mechanisms involved are still unknown, and to
date, no animal models are available. In the present study,
we usad Agilent oligonucleotide arraysin alarge senesof 57
affected patients to detect candidate genes. Four different
unbalanced rearrangementswere detected: a 16p112 dele-
tion, a 14q12q9212 deletion, an unbalanced translocation
t(2p;10q), and a 16p13.11 microdeletion containing 2 candi-
date genes These genes were further investigated by se-
quencing and in situ hybridization. This first microarray
screening of arhombencephalosynapsisseriessuggeststhat
there may be heterogeneous genetic causes

Rhombencephalosynapsis (RS) isarare congenital de-
fect of the cerebellum. It isclassicaly defined asvermian
agenesis or hypogenesis with fusion of the cerebellar
hemispheres Since the firg description by Oberdeiner
[1914], less than 200 caseshave been reported. Magnetic
rexnance imaging (M R } of asaries of 3,000 conssautive
paediatric brains led to its frequency being edimated a
0.13%[ Sener, 2000]. Howerear, the sydamatic useof MR
in the prenatal period sugged's that the frequency of RS
may be much highar: we have obsarved 40 fodal
over 15 years [ Pasquier e al., 2009]. lshak et al. [2012]
identified RS in amost 10% of patients with aqueductal
denosis, indicating that RSismore common than previ-
oudy thought.

The saverity of the clinical presentation ishighly vari-
able In the prenala period, RS is usually suggested by
ventriculomegaly. Complele autopsy allows pure neuro-
logical phenotypes and those associaed with extraneura
anomalies to be didinguished from syndromic forms
Gomez-Lopez-Hanandez (GLH} syndrome (MIM

620135 Kager G Bl 601853) [Lopez-Hemandez, 1982; Poretti & a., 2008]
KARGER ?ﬂgl—g%'ﬁmgg%ﬂwo &'vitede(ﬁ;qleﬂiniqle, CHU Héyitd Sud
. 16 boulerard de Bulgaie, BP 90347
EME'I kg @arge ’mqm FR_26000 Rennes Cadex 2 (France)
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and VACTERL-H syndrome (MIM 276950) [Michaud et
al., 1982; Pasquier et al., 2009]. In foetal cases, isolated RS
without fusion of the colliculi (also named mesencepha-
losynapsis) or aqueductal anomalies are never observed;
various associated supratentorial abnormalities, such as
agenesis of the corpus callosum, atresia of the third ven-
tricle and holoprosencephaly, have been described [Pas-
quier et al., 2009; Mercier et al., 2011; Ishak et al., 2012].
In the postnatal period, there is impaired neurological
function in most cases [Romanengo et al., 1997; Danon et
al., 2000], although in some cases of RS cognitive func-
tions are normal [Obersteiner, 1914; Bell et al., 2005;
Poretti et al., 2009]. The neurological outcome is difficult
to predict during pregnancy, but supratentorial [Sandal-
cioglu et al., 2006] and chromosomal anomalies [Lespi-
nasse et al., 2004] are each always associated with poor
prognosis. This has been confirmed by a large series of 42
postnatal cases [Ishak et al., 2012]. The imaging features
that correlated with poor neurodevelopmental outcome
were holoprosencephaly, severity of ventriculomegaly,
aqueductal stenosis, fused colliculi, and abnormal tempo-
ral cortex.

RS is considered to be a sporadic condition and its ae-
tiology remains poorly understood. Several factors have
been suggested to be involved, including teratogenic
agents like phencyclidine [Michaud et al., 1982; Sergi et
al., 1997], chromosomal [Truwit et al., 1991; Lespinasse
etal., 2004] and genetic [Yachnis, 2002] factors. Reviews
of foetal cases led to the suggestion that RS may be the
result of defects in genes regulating the formation of the
roof plate and development of the midline cerebellar pri-
mordium at the junction of the mesencephalon and the
first rhombomere between 28 and 42 days post-concep-
tion [Utsunomiya et al., 1998; Pasquier et al., 2009].
Genes implicated in early development have also been
discussed as candidates, but no animal models have been
described [Millonig et al., 2000]. It has not been possible
to perform linkage analyses because familial cases are
rare.

Only 2 different chromosomal abnormalities have
previously been reported to be associated with RS. We
therefore performed a genome-wide screening for submi-
croscopic anomalies in our RS cohort with no known
karyotype alterations, using array comparative genomic
hybridization (array-CGH). Four microrearrangements
were identified, and 2 of them were demonstrated to be
de novo. For the best candidate genes, we performed in
situ hybridization to localize gene expression in the chick
embryo model and screened for mutations.

268 Mol Syndromol 2013;4:267-272
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Methods

Patients

We studied 57 cases (from 56 families) with normal karyotypes
including 49 foetuses and 8 children or adults; these cases were
identified and included through a collaborative study involving
several French centres over the last 2 decades. We searched for
consanguinity and recurrences as often as possible.

In all foetal cases, pregnancy was terminated either for hydro-
cephalus or RS discovered by ultrasound or MRI screening, ac-
cording to the French law. These foetuses underwent a complete
autopsy by standardized protocols. The pathological findings were
reviewed systematically and have been reported previously [Pas-
quier et al., 2009].

The diagnosis of RS in live-born patients was supported by
brain MRI screening performed for mental retardation or neuro-
logical symptoms.

Parents of all patients gave their informed consent.

Array-CGH

Blood samples, chorionic villi, amniotic fluid or foetal tissues
were processed by the Molecular Genetic Laboratory of Rennes for
microarray analysis.

Oligonucleotide array-CGH was performed after DNA extrac-
tion using the Agilent Human Genome CGH microarrays 44K (44
patients) and 180K (13 patients) (Agilent Technologies). Refer-
ence genomic DNAs from male and female controls were used to
characterize copy number polymorphisms (CNPs). Microarrays
were scanned using the Agilent scanner of the Biogenouest® Ge-
nomic Platform of Rennes. Images were analysed with Agilent Fea-
ture Extraction Software version 10.5.

Rearrangements identified by array-CGH were confirmed ei-
ther by fluorescence in situ hybridization (FISH), multiplex liga-
tion-dependent probe amplification (MLPA) or multiplex PCR
liquid chromatography (MPLC).

Sequencing

The 5 coding exons of the Cl60rf45 gene were amplified by
PCR and analysed by direct sequencing using the BigDye® Termi-
nator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) and the ABI
Prism 3130 Genetic Analyzer on the whole cohort.

The 8 coding exons of the NDEI gene were amplified by PCR
and analysed as well only on case 4.

Whole-Mount in situ Hybridization

To characterize the spatiotemporal expression of the candidate
genes suspected after microarray analysis, we performed whole-
mount in situ hybridization on chick embryos using antisense di-
goxigenin-labelled riboprobes as previously described [Chapman
etal., 2002]. In order to clone the chick orthologs of the candidate
genes, we used sequence-specific primers for each of the genes de-
signed according to the chick reference sequences (www.ensem-
ble.org). NDEI cDNA was obtained from the total RNA isolated
from chicken brain (Zyagen Laboratories) by reverse transcription
PCR using left (CAGAACCTCCTCCAAGCAAG) and right
(GCATTGGGTGGCTAATGTCT) primers for C160rf45 and left
(TCCCTCAGTGTTAGGGTTTGG) and right (GTGAAGGATG-
GCTATTGGT) primers for NDEI. The amplified product was
cloned into the PCRII TOPO vector (Invitrogen) and sequenced
at the Institute of Genetics and Development of Rennes. For the
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Table 1. Clinical and molecular features of the patients with pathogenic CNPs

Case Sex Child/ Clinical features Chromosomal rearrangement  Inheritance Breakpoints

foetus (size) (hg19)

1 F C partial RS, 2pter duplication (10.5 Mb) paternally balanced 38,993-10,587,646
growth retardation, developmental delay, 10qter deletion (9 Mb) translocation 126,261,414 -135,404,671
dysmorphism

2 M FOE complete RS, 16p11.2 deletion (446 kb) paternally inherited 29,673,754-30,119,912
hemivertebrae, costal anomalies

3 F FOE complete RS, 14q12q21.2 deletion (16 Mb)  de novo 27,867,357 - 44,582,530
partial agenesis of corpus callosum

4 M C partial RS, 16p13.11 deletion (2.7 Mb) de novo 15,256,486-18,012,602

Gomez-Lopez-Hernandez syndrome

C = Child; FOE = foetus.

construction of the sense probe, the plasmid was digested with
BamH]1, while for the antisense probe the plasmid was digested
using EcoRV. Riboprobes were transcribed from 1 pg of the linear-
ized plasmids in the presence of DIG RNA labelling mix (Roche)
and 20 U RNA polymerase (Roche), Sp6 for antisense and T7 for
sense probes used as controls.

Results

Array-CGH

Thirty-four patients were male and 23 female (sex ra-
tio 1.5). Two patients were siblings, and there was evi-
dence of parental consanguinity in 2 other cases.

Chromosomal imbalances not described in the data-
base of genomic variants (DGV) were detected in 4 (2
foetuses, 2 children) of the 57 patients (7%) (table 1), lead-
ing to the identification of new candidate loci. Addition-
al copy number variants (CNVs) were discarded after in-
terrogation of the DGV.

Case 1

Trisomy 2pter associated with monosomy 10qter was
identified by multi-telomeric FISH in a 2-year-old girl
with partial RS and growth and developmental delay as-
sociated with dysmorphic features. During the prenatal
period, increased nuchal translucency, a slight hypoplas-
tic cerebellum and intrauterine growth retardation had
been observed. The rearrangement was found to be inher-
ited from the father who carried a balanced subtelomeric
translocation t(2p;10q) [Lespinasse et al., 2004]. The sizes
of the rearrangements were determined from the 44K oli-
gonucleotide Agilent array as 10.5 Mb for the 2pter du-
plication and 9 Mb for the 10qter deletion. Surprisingly,
chromosome analysis using standard (450 bands) and
high-resolution (800 bands) procedures showed a normal

First Microarray Screening of a
Rhombencephalosynapsis Series

karyotype probably because of the similar size of the rear-
ranged telomeric regions.

Case 2

A heterozygous deletion of the region 16p11.2 was
identified in a male foetus with a 44K microarray. The
pregnancy was terminated medically at 19 weeks of gesta-
tion for hydrocephaly, cerebellar hypoplasia and a hemi-
vertebra. The autopsy revealed complete RS, costo-verte-
bral abnormalities and dysmorphic features, as described
previously [Pasquier et al., 2009]. This 446-kb deletion
covering 27 genes was confirmed by MLPA (SALSA P343
kit, MRC Holland). The deletion was inherited from the
phenotypically normal father.

Case 3

A de novo heterozygous deletion of 16 Mb in 14q12
encompassing more than 40 OMIM genes was detected
in a female foetus (105K microarray). Hydrocephalus
was diagnosed by the ultrasound scan during the second
trimester. Morphological analysis of the foetus after
medical termination of the pregnancy confirmed the typ-
ical cerebellar malformation associated with marked aq-
ueductal stenosis and partial agenesis of the corpus cal-
losum.

Case 4

A 2.7-Mb de novo deletion of the region 16p13.11 was
identified by array-CGH using a 44K microarray in a
5-year-old boy who presented with learning difficulties.
He had bilateral temporal alopecia and partial RS (fig. 1),
strongly suggestive of GLH syndrome. This deletion cov-
ered 19 genes. Two of the deleted genes, NDEI and
Cl6orf45, were selected as candidates and were further
investigated by sequencing and in situ hybridization.

Mol Syndromol 2013;4:267-272
DOI: 10.1159/000353878
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Fig. 1. Patient 4. a Bilateral alopecia. b Abnormal transverse folial
running across the midline.

Fig. 2. Expression of chick NDEI at stage HH14 in whole embryos.
a Lateral view. Left: in situ expression with the sense probe; right:
in situ expression with the antisense probe. b Dorsal view. d = Di-
encephalon; mes = mesencephalon; met = metencephalon; mhb =
midbrain-hindbrain boundary; ot = otic vesicle; r1-r5 = rhombo-
meres; t = telencephalon; v = optic vesicle. Bracket indicates the
cerebellar territory in the hindbrain (metencephalon part).
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Sequencing of Cl6orf45 and NDEI

All 57 patients of the cohort were analysed for muta-
tions in the 5 coding exons of Cl6orf45, including pa-
tient 4 with the deletion of one of the alleles. No muta-
tion was found. Only 2 polymorphisms listed in the
NCBI database were found in RS patients with the ex-
pected rate. The sequencing of the 8 coding exons of
NDEI did not reveal any mutation of the remaining allele
in case 4 (data not shown).

NDEI and Cl6orf45 mRNA in situ Hybridization

Studies

We examined the expression pattern of NDEI and
Cl60rf45 in chick embryos during the characterization of
the cerebellar territory in the hindbrain corresponding to
Hamburger and Hamilton stage 14 (HH14). We observed
no signal with the sense probes for NDEI and C160rf45,
but with the antisense probe, we did observe strong spe-
cific expression of NDEI in the nervous system (fig. 2),
whereas expression of C160rf45 was ubiquitous (data not
shown).

Discussion

We report the first large series of RS patients analyzed
by array-CGH. Microrearrangements were detected in
7% of the RS cases. The microarray analysis did not iden-
tify recurrent rearrangements or deletions of regions en-
compassing genes known to be involved in embryogen-
esis of the cerebellum.

No patients with 10qter monosomy or 2pter trisomy
have been reported in the literature to have RS [Courtens
et al,, 2006; Bonaglia et al., 2009]. The very large size of
genomic regions involved did not allow us to highlight a
particular candidate gene.

Microdeletions of a ~600-kb genomic region on chro-
mosome 16p11.2, as in case 2, have been shown to be as-
sociated with a wide spectrum of neurobehavioral abnor-
malities, including developmental delay, autism, seizures
[Shinawi et al., 2010], and obesity [Walters et al., 2010].
Congenital malformations have been reported in 30-50%
of patients with CNVs of 16p11.2. The incidence of struc-
tural brain malformations is high among patients with
the 16p11.2 deletion, but it is the first time that such a
deletion is described in association with RS, suggesting
either fortuitous association or low penetrance (the dele-
tion is inherited from the healthy father — cerebral MRI
not made) possibly through unmasking of recessive mu-
tations.

Démurger et al.
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Array-CGH analysis identified a chromosome 14 in-
terstitial deletion of about 16 Mb in a foetus presenting
partial agenesis of corpus callosum and complete RS as-
sociated with aqueductal stenosis. The deleted region en-
compasses the gene FOXG1 which encodes a brain-spe-
cific transcriptional repressor that is essential for early
development of the telencephalon. Mutations and dele-
tions at this locus have been associated with congenital
variant of Rett syndrome consisting of postnatal micro-
cephaly, severe mental retardation, absent language, dys-
kinesia, and corpus callosum hypogenesis [Kortum et al.,
2011], but no RS has been described.

The 16p13.11 deletion we report is particularly inter-
esting because it was de novo; the patient shows features
of the GLH syndrome whose aetiology remains unknown
to date. Note that the 16p13.11 microdeletion syndrome
is associated with neuropsychiatric disorders including
schizophrenia [Ingason et al., 2011], developmental delay
[Ullmann et al., 2007] and epilepsy [de Kovel et al., 2010].
Two candidate genes emerge from our study. The NDE!
gene (nuclear distribution gene E nude homologue 1)
seems to be a good candidate for the developmental delay
of the patient. Indeed, whole-mount in situ hybridization
for NDEI in chick embryos using antisense digoxigenin-
labelled riboprobes showed strong and specific expres-
sion of NDE! in the nervous system, in particular at the
mesencephalic-metencephalic junction during the devel-
opment of the cerebellar territory in the hindbrain, cor-
responding to stage HH14 (fig. 2). This protein is essen-
tial for microtubule organization, mitosis and neuronal
migration. Pawlisz et al. [2008] showed that NDEL1 inter-
acts with LIS1 to determine cerebral cortical size and lam-
ination. Bakircioglu et al. [2011] recently described a hu-
man developmental disease involving extreme primary
microcephaly with disordered cortical lamination (mi-
crolissencephaly) caused by biallelic NDEI mutations.
The sequencing of the 8 coding exons of NDEI did not
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reveal any mutation of the remaining allele in our case 4,
excluding the possibility of its involvement following re-
cessive inheritance. The second gene, CI60rf45, is signif-
icantly expressed in the cerebellum according to the
‘Gene Expression Omnibus’ (GEO, NCBI) database and
was expressed ubiquitously in the chick embryo at stage
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Introduction

Methods

The generation of diverse neuronal types and subtypes from multipotent progenitors during development is crucial

for assembling functional neural circuits in the adult central nervous system. Although it is well known that Notch
pathway is a key regulator of neurogenesis in the vertebrate central nervous system, its potential role during
hypothalamus formation remains poorly defined as well as its downstream effectors. To address whether NOTCH

= Ex ovo roller culture and pharmacological treatment:
Chick embryos are cultured 16h at 38°C from HH9
with y-secretase inhibitor (DAPT)

pathway could play a role in influencing the cell fate choice that occurs during hypothalamic development, we used

a pharmacological approach to inhibit NOTCH signalling in chick embryos using a y-secretase inhibitor (DAPT). We
have tested the molecular reprogramming of the brain during midline specification using a transcriptomic approach.

Among the genes found to be severely repressed were Hes5 and Heyl known to be direct targets of
demonstrates the validity of our microarray approach to identify new target genes for NOTCH signalling.

characterized neural precursor genes specifically expressed at the very first stages of hypothalamus development

and which are Notch dependent.

<+ Regionalized expression of components of the NOTCH pathway in hypothalam

Dusocted Meurst Tube ‘Whale embry

A
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= Transcriptomic analysis on anterior brain samples:
-Agilent microarray-whole chicken genome (13517 unique genes)
NOTCH.It -Genespring GX software

Then, we
= RNA in situ hybridization on Whole-Mount chick embryo

us primordium in chick embryo

* At stage 11:

== A specific ventral midline expression for two direct targets genes
(Hes5 and Hey1) and DII1
==% Crescent moon between the 2 OV in the hypothalamus primordium

* At stage 13:

=% Nkx2.1 is a marker of the developing hypothalamus
== Overlapping expression of Nkx2.1 and Notch components restricted to
the anterior region of hypothalamus

AH: Anterior hypothalamus POA: Preoptic area of the basal telencephalon
©: Diencephalon T: Telencephalon
H: Hypothalamus TH: Tuberal region of the hypothalamus

MH: Mamillary region of the hypathalamus  V: Optic Vesicles

pH «: Chiasmatic plate midiine
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Gene Ontology analysis performed using Webgestalt online software

= Transcriptional targets and/or Notch components regulated as expected

= 76 genes related to Nervous system development n -
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==p Neurogenesis markers are upregulated

= Selection of 45 upregulated genes

* 20 of them have specific staining in the ventral forebrain by in situ
hybridization and are classified in 3 classes:
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Misexpression of Notch

1. Genes previously known to be regulated by Notch

as Notch target

2. Known Hypothalamic markers but not known

genes

3. Genes not related to Notch signalling and not
described in the forming hypothalamus

133

\

e

) dapt amo dapt

-Overexpression of proneural genes in the anterior ventral
telencephalon
-Increase of neuron densities in the ventral midline

- Overexpression in the anterior ventral

mmmm)  Early neurogenesis in the hypothalamus

++ Conclusion

1. Contribution of Notch pathway to initial steps during hypothalamus patterning
2. Similar regulation process of neurogenesis between the hypothalamus and
olfactory epithelium

Robo2
Stmn2
Tagin3
Bsx
Chga
Chrdl1

-
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DilL/Notch y os5/Heyt —— Ascll —— NhIR1 —

binding \/

Neuronal differentiation
in the hypothalamus

— Hypothalamic markers under the control of
Notch pathway/proneural genes regulation loop

telencephalon

- Characterization of several new neuronal markers
regulated by Notch

- Some are expressed in inner ear, olfactory epithelium
and ganglionic precursors : Tagln3/Bsx/Chga

- Crucial role of Notch signalling during
the hypothalamus development

+“+ Ongoing

Promoter study : identification of potential regulation program of the
identified neuronal markers
== Design of consensus sequence binding for transcriptional factors :
Ascll, Hes5, Heyl, Neurog1/2
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