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Abkulrzungsverzeichnis

aa Amino acid (Aminoséaure)
bp Base pair (Basenpaar)
CADD Combined Annotation Dependent Depletion

(in silico Analyseprogramm)
CAKUT Congenital Anomalies of the Kidney and Urinary Tract

(angeborene Anomalien der Nieren und Harnwege)

DNA Deoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinsaure)
dpf Days post fertilization (Tage nach der Befruchtung)
KD knockdown

KO knockout

MAF Minor Allele Frequency (relative Allelh&aufigkeit)
MIP Molecular Inversion Probe

(Technologie zur DNA-Sequenzierung)

MO Morpholino® (Firma: GeneTools, LLC)

NTD Neural tube defect (Neuralrohrdefekt)

PCP Planar cell polarity (planare Zellpolaritat)

PCR Polymerase chain reaction (Polymerase-Kettenreaktion)
PolyPhen-2 Polymorphism-Phenotyping v2 (in silico Analyseprogramm)
PTU 1-Phenyl-2-Thioharnstoff

RNA Ribonucleic acid (Ribonukleinséure)

SB splice-blocking (Inhibiert das Spleil3en)

SgRNA single-guide RNA (RNA fur CRISPR-Cas9 Experimente)



SIFT
TB
Tg
Wt
Zfl

ZNS

Sorting Intolerant From Tolerant (in silico Analyseprogramm)
translation-blocking (Inhibiert die Translation)

transgenic (transgen)

Wildtyp-Linie im Zebrafisch

Zebrafischlarven

Zentrales Nervensystem



1. Deutsche Zusammenfassung

1.1 Einleitung

Angeborene Anomalien des zentralen Nervensystems (ZNS) sowie der Nieren und
Harnwege (engl. Congenital Anomalies of the Kidney and Urinary Tract, CAKUT)
kénnen sowohl isoliert als auch kombiniert mit anderen angeborenen Erkrankungen im
Rahmen eines syndromalen Krankheitsbildes auftreten (Colin et al., 2014; Connaughton
et al., 2020). Angeborene anatomische oder funktionelle Anomalien des ZNS und der
Harnwege konnen familiar geh&uft auftreten (Colin et al., 2014). Das familiare Auftreten
dieser Anomalien legt nahe, dass genetische Faktoren in der Entstehung der Anomalien
eine wichtige Rolle spielen. Eine der haufigsten Formen angeborener Anomalien des
ZNS stellen Neuralrohrdefekte (engl. neural tube defects, NTDs) dar, von denen
weltweit ca. zwei von 1.000 Neugeborene betroffen sind (Kancherla, 2023). W&hrend
der embryologischen Entwicklung kénnen funktionelle Veranderungen verschiedener
Mechanismen, wie der planaren Zellpolaritat (engl. planar cell polarity, PCP), zu einem
unvollstandigen Verschluss des Neuralrohres und damit zu Neuralrohrdefekten fuhren
(Greene und Copp, 2014). Durch ein wachsendes Verstandnis der embryologischen
Entwicklung des ZNS, konnten bereits zahlreiche regulierende genetische und nicht-
genetische Faktoren identifiziert werden, wodurch Mdglichkeiten der Préavention und

Therapie von NTDs entwickelt wurden (Greene und Copp, 2014).

CAKUT umfassen ein breites Spektrum struktureller Anomalien, die auf Defekte in der
Morphogenese der Nieren oder Harnwege zurlckzufihren sind. Sie gehéren zu den
haufigsten angeborenen Anomalien und verursachen beinahe 50 % aller chronischen
Nierenerkrankungen in den ersten drei Lebensjahrzehnten (Connaughton et al., 2020).
Die Pravalenz der CAKUT wird auf 4 - 60 pro 10.000 Geburten geschatzt, wobei die
Diagnostik stark von der Untersuchungsmethode, regionalen Einflissen und dem
Schweregrad der Erkrankung abhangt (Murugapoopathy und Gupta, 2020). In vielen
Fallen konnten bereits urséchliche genetische Variationen fir isolierte oder syndromale
CAKUT festgestellt werden (van der Ven et al., 2018). Die ldentifizierung potenzieller

Kandidatengene fir angeborene Anomalien bietet die Mdoglichkeit der Beratung



betroffener Personen und Familien und stellt das Fundament fir die Entwicklung von

(pranataler) Diagnostik und Therapiemaoglichkeiten.

Als Grundlage fur diese Dissertation wurden biallelische Varianten in CELSR3 bei einem
weiblichen Individuum mit bilateraler Hydronephrose, Megaureter, Blasenekstrophie und
Tethered-Cord-Syndrom identifiziert (Reutter et al.,, 2016). Biallelische Varianten
betreffen beide Allele eines Gens und kdnnen entweder von den Eltern vererbt worden
oder neu entstanden sein. CELSR3 kodiert fir einen adhasiven G-Protein-gekoppelten
Rezeptor und ist an der Regulation von PCP sowie der neuronalen und endokrinen
Zelldifferenzierung wahrend der embryologischen Entwicklung beteiligt (Wang et al.,
2014). Ziel der vorliegenden Dissertation war es bei weiteren Individuen mit Anomalien
des ZNS und/oder mit CAKUT Varianten in CELSR3 zu identifizieren und Celsr3
funktionell zu charakterisieren. Dafur untersuchte ich 734 Individuen mit Hilfe der
Molecular Inversion Probe (MIP) Technologie und etablierte internationale
Kollaborationen, um weitere Individuen mit Varianten in CELSR3 zu identifizieren. Zur
weiteren Charakterisierung von Celsr3 habe ich Morpholino® knockdown (MO-KD) und
CRISPR-Cas9 knockout (FO-KO) Experimente an Zebrafischlarven (Zfl) verschiedener
fluoreszierender Reporterlinien  durchgefuhrt, die spezifisch die neuronale

Morphogenese und Nephrogenese zeigen.

Die folgende Originalpublikation stellt die Grundlage der vorliegenden
Dissertationsschrift dar:

Stegmann JD, Kalanithy JC, Dworschak GC, Ishorst N, Mingardo E, Lopes FM, Ho YM,
Grote P, Lindenberg TT, Yimaz O, Channab K, Seltzsam S, Shril S, Hildebrandt F,
Boschann F, Heinen A, Jolly A, Myers K, McBride K, Bekheirnia MR, Bekheirnia N,
Scala M, Morleo M, Nigro V, Torella A, Pinelli M, Capra V, Accogli A, Maitz S, Spano A,
Olson RJ, Klee EW, Lanpher BC, Jang SS, Chae J-H, Steinbauer P, Rieder D, Janecke
AR, Vodopiutz J, Vogel I, Blechingberg J, Cohen JL, Riley K, Klee V, Walsh LE,
Begemann M, Elbracht M, Eggermann T, Stoppe A, Stuurman K, van Slegtenhorst M,
Barakat TS, Mulhern MS, Sands TT, Cytrynbaum C, Weksberg R, Isidori F, Pippucci T,
Severi G, Montanari F, Kruer MC, Bakhtiari S, Darvish H, Reutter H, Hagelueken G,
Geyer M, Woolf AS, Posey JE, Lupski JR, Odermatt B, Hilger AC. Bi-allelic variants in



CELSR3 are implicated in central nervous system and urinary tract anomalies. NPJ
genomic medicine 2024; 9: 18

1.2 Material und Methoden

Als  Grundlage dieser Dissertationsschrift wurden mittels  systematischer
Exomsequenzierungen biallelische Varianten in CELSR3 bei einem weiblichen
Individuum mit bilateraler Hydronephrose, Megaureter, Blasenekstrophie und Tethered-
Cord-Syndrom identifiziert (Reutter et al., 2016). Damit wurde CELSR3 erstmals als
Kandidatengen fir CAKUT beschrieben. Um weitere Individuen mit Varianten in
CELSRS3 zu identifizieren, fuhrte ich Sequenzierungen von CELSR3 in 734 Individuen
mit Ekstrophien der Harnblase oder anorektalen Malformationen durch (Kéliges et al.,
2023). Um alle proteinkodierenden Regionen von CELSR3 zu sequenzieren, habe ich
100 einzelne MIPs mit dem MIPgen Tool entworfen (Boyle et al., 2014). Fur eine
gleichmalige Sequenzierung von CELSR3 erfolgten insgesamt vier Probe-
Sequenzierungen mit dem MiSeq® (lllumina, Reagent Kit v2) zur Anpassung der
einzelnen MIPs, bevor alle 734 Proben mit Desoxyribonukleinsaure (engl.
Deoxyribonucleic acid, DNA) der betroffenen Individuen mit dem NovaSeq 6000®
(NMlumina, XP-Workflow Reagent Kit v1.5) in der Next Generation Sequencing Core
Facility der Universitat Bonn sequenziert werden konnten. Alle identifizierten Varianten
filterte ich hinsichtlich der Sequenzierungsqualitat und der relativen Allelhaufigkeit (engl.
Minor Allele Frequency, MAF) mit einer MAF < 0,0001 bei gnomAD v3.1, um die
Wabhrscheinlichkeit fur das Vorkommen der Variante in der gesunden
Allgemeinbevdlkerung zu minimieren. Mit Sanger-Sequenzierungen validierte ich die
einzelnen Varianten und deren Vererbungsmuster, sofern elterliche DNA zur Verfliigung

stand.

Ergdnzend zu den MIPs Studien konnte ich Uber GeneMatcher internationale
Kollaborationen aufbauen und weitere zwdlf Individuen mit Anomalien des ZNS, CAKUT
oder kombinierten Erkrankungen identifizieren und meiner wissenschaftlichen Arbeit
zufuhren (Sobreira et al., 2015). Die Patientenrekrutierung und Durchfiihrung

genetischer Studien wurde von den Ethikkommissionen der jeweiligen beteiligten



Institutionen genehmigt. Bei allen eingeschlossenen Individuen wurden biallelische
Varianten in CELSR3 mit einer MAF < 0,0001 bei gnomAD v3.1 identifiziert und mittels
Sanger-Sequenzierung bestatigt. Anhand computerbasierter in silico Simulationen
analysierte ich alle inkludierten Varianten hinsichtlich ihrer Pathogenitat auf Basis der
einzelnen Veranderungen der Nukleotide und der daraus kodierenden CELSR3
Proteinregionen. Daflr verwendete ich die folgenden online verfugbaren Programme:
Combined Annotation Dependent Depletion GRCh38-v1.6 (CADD), Polymorphism-
Phenotyping v2 (PolyPhen-2), Sorting Intolerant From Tolerant (SIFT), MetaDome
Version 1.0.1 und ConSurf (Rentzsch et al., 2019; Adzhubei et al., 2010; Sim et al.,
2012; Wiel et al., 2019; Ben Chorin et al., 2020; Goldenberg et al., 2009). Erganzend
dazu hat im Rahmen dieser Publikation das Institut flr strukturelle Biologie der
Universitdt Bonn mittels AlphaFold ein computerbasiertes 3D Modell des CELSR3
Proteins entwickelt (Jumper et al., 2021). Anhand dessen konnten wir einen Grol3teil der
CELSR3 Proteinstruktur akkurat nachvollziehen und den Effekt der identifizierten

Varianten fur die 3D Proteinstruktur bildlich darstellen.

Um CELSR3 als potenzielles Kandidatengen fir CAKUT zu charakterisieren, flhrten
unsere Kooperationspartner der Universitdt Manchester unter der Leitung von Prof. Dr.
Adrian Woolf Expressionsstudien mittels eines polyklonalen Anti-CELSR3 Antikorpers
(ab189012 von Abcam) an den Nieren und Harnwegen im Gewebe eines sieben-, zehn-
und zwolfwochigen humanen Embryos durch. Das Embryonalgewebe wurde nach der
Zustimmung der Mutter und Genehmigung der entsprechenden Ethikkommission
(REC18/NE/0290) entnommen und fur Forschungszwecke verwendet (Lopes et al.,
2019). Zusatzlich konnte ich, basierend auf den Arbeiten von Dr. Phillip Grote (Georg-
Speyer-Haus, Frankfurt am Main) und Dr. Enrico Mingardo (Universitat Bonn), die
Expression von CELSR3/Celsr3 Ribonukleinsdure (engl. Ribonucleic acid, RNA) im
Harnblasengewebe von sieben- bis neunwochigen humanen Embryos und embryonalen
Mausen E10.5 — E12.5 quantifizieren (GEO accession ID: GSE190641, Mingardo et al.,
2022).

Um die Rolle von CELSR3 wahrend der Entwicklung des Harntraktes und des ZNS
weiter zu charakterisieren, flihrte ich in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr.

Benjamin Odermatt am Anatomischen Institut in Bonn Studien in Zebrafischlarven (Zfl)



10

durch. Der Zebrafisch eignet sich aufgrund seiner Transparenz im Larvenstadium und
seiner Entwicklung aul3erhalb des Uterus besonders gut als Vertebraten-
Modellorganismus fur Entwicklungsstudien und hat sich in den letzten Jahrzehnten als
attraktiver Modellorganismus zur Untersuchung der embryonalen Neurogenese
erwiesen (Schmidt et al., 2013). Im Gegensatz zu S&ugetieren weist der Zebrafisch ein
viel groReres Proliferationspotenzial mit einer verstarkten neurogenen Aktivitat auf,
wodurch sich die Neurogenese sehr gut in Zfl untersuchen lasst (Schmidt et al., 2013).
Die Entwicklung des Harntraktes erfolgt im Zebrafisch vergleichbar zu der humanen
Nephrogenese durch ein komplexes Zusammenwirken zellularer Migration,
Epithelialisierung und dem Einwirken multipler molekulargenetischer Faktoren (Naylor et
al., 2017). Anders als beim Menschen, bei dem die Niere im Durchschnitt eine Million
Funktionssysteme aus Glomeruli und Tubuli (Nephrone) beinhaltet, besteht die Niere in
der Zebrafischlarve nur aus einer Vorniere (Pronephros) mit einem singularen
Glomerulus und zwei daraus ableitenden Tubulussystemen (Naylor et al., 2017). Sie
stellt damit eine vereinfachte Version der menschlichen Niere dar und eignet sich
dadurch besonders gut zur Charakterisierung von Anomalien der sich entwickelnden

Nieren und Harnwege.

Die Haltung der Zebrafische und die Versuchsaufbauten entsprechen den europaischen
Tierversuchsrichtlinien. Zfl der Wildtyp-Linie (Wt), sowie transgene (engl. transgenic, TQg)
Fischlinien Tg(-3.1ngn1:GFP), Tg(wtlb:EGFP) und Tg(HGj4A) zur Charakterisierung der
Entwicklung des ZNS, des Pronephros und der Kloake wurden durch naturliche
Laichung gewonnen und bei standardisierten Temperatur- und Lichtbedingungen
aufgezogen. Alle Experimente wurden in der Zebrafish Core Facility der Medizinischen
Fakultat der Universitat Bonn an Zfl in einem Alter von ein bis funf Tagen nach der
Befruchtung (engl. days post fertilization, dpf) durchgefuhrt. Um die ph&notypischen
Auswirkungen eines knockdowns (KD) von Celsr3 im Zebrafisch zu untersuchen, habe
ich spezifische Antisense-Morpholinos® (MOs) gegen celsr3 mit der Software von
GeneTools LLC entworfen, die entweder an die transkribierte mRNA am Startcodon
binden und somit die Translation inhibieren (engl. translation-blocking MO, TB-MO) oder
an die Exon-Intron-Grenzen binden und somit das Spleil3en inhibieren (engl. splice-
blocking MO, SB-MO), was beides zu einer verminderten Proteinsynthese flhrt. Zur

Identifizierung des Startcodons habe ich eine computerbasierte Sequenzanalyse der
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Celsr3-Proteine  verschiedener Spezies mittels SerialCloner 2.6.1 und eine
experimentelle Analyse der Region des Startcodons durchgefiihrt, da celsr3 in Zfl mit
vier teilweise uUberlappenden Transkripten beschrieben wird (Ensembl Version 107;
Cunningham et al., 2022). Daflr extrahierte ich RNA aus 35 Zfl mit TRIzol™-Reagenz
(Thermo Fisher Scientific, Katalog-Nr. 15596026) und fiihrte Reverse-Transkriptase-
Polymerase-Kettenreaktionen (engl. polymerase chain reaction, PCR) mit dem
ProtoScript® Il First Strand cDNA Synthesis Kit (New England BioLabs GmbH, Katalog-
Nr. E6560) sowie cDNA-Amplifikationen mit selbst designten Primerpaaren durch. In
ein- bis zweizelligen Zf-Embryonen fuhrte ich anschlielend MO-Mikroinjektionen mit ~
4,5 ng (1,8 nl / Embryo) celsr3 TB-MO-201, celsr3 TB-MO-204 oder dem Standard-
Kontroll-MO bzw. mit ~ 5,9 ng celsr3 SB-MO (1,8 nl / Embryo) durch. Fir die Injektionen
untersuchte ich in separaten Versuchsreihen Konzentrationen zwischen ~ 3,7 — 7,4 ng
MO, um dosisabhéngige Effekte zu identifizieren und toxische Konzentrationen im

weiteren Verlauf der Experimente zu vermeiden.

Um die Spezifitat der MO-KDs zu uberprufen, etablierte ich sogenannte CELSR3 mRNA
Rescue Experimente. Dabei ,rettet* humane Wt CELSR3 mRNA den Phanotyp
(Rescue), sofern der verwendete MO mit einer fur die Zebrafisch mRNA spezifischen
Erkennungssequenz nicht an die humane CELSR3 mRNA binden kann. Mit einem
humanen CELSR3 cDNA ORF-Klon (GenScript, OHul8524) und Reagenzien von
Thermo Fisher Scientific (Katalog Nr. AMB13455 und AM1350) habe ich die in vitro
Transkription und Polyadenylierung der Wt CELSR3 mRNA durchgefihrt. Far die
Rescue Experimente co-injizierte ich ~ 70 pg humane Wt CELSR3 polyA-mRNA mit
celsr3 TB-MO-204 und charakterisierte die Zfl phanotypisch zwischen 1 — 5 dpf. Anhand
von separaten Versuchsreihen untersuchte ich vorab dosisabhéngige Effekte mit
Injektionen verschiedener Konzentrationen zwischen 20 — 100 pg / nl CELSR3 polyA-

MRNA, um toxische Konzentrationen zu vermeiden.

Ergénzend dazu fuhrte ich mit Unterstitzung von Dr. Nina Ishorst celsr3 CRISPR—Cas9
FO knockout (FO-KO) Experimente durch. Dafir entwarfen wir sechs sgRNAs (engl.
single-guide RNA) spezifisch fur die Sequenz von celsr3 in Zfl und drei (nicht bindende)
Kontroll sgRNAs mittels der Website CRISPRscan (Moreno-Mateos et al., 2015).

Komplementare Abschnitte der sgRNAs binden an Sequenzen der genomischen DNA,
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welche von Cas9 im Doppelstrang geschnitten und mittels DNA-Reparaturmechanismen
wieder zusammengefiigt werden. Hierbei entstehen Insertionen und/oder Deletionen,
die schliel3lich bei > 99 % der injizierten Zfl zu einem fehlerhaft translatierten Protein
fuhren (Jobst-Schwan et al.,, 2018). Die Reagenzien fiur die CRISPR-Cas9 F0-KO
Experimente nutzten wir von Integrated DNA Technologies, Inc. (Essner, 2016). Wir
injizierten ~ 1,8 nl der celsr3 CRISPR-Cas9 KO Ldsung oder der Kontroll-Losung in den
Dotter von ein- bis zweizelligen Zf-Embryonen und charakterisierten die Zfl zwischen 1 —
5 dpf. Mittels PCR untersuchten wir anschlieBend den Effekt der CRISPR Cas9 F0-KO
Experimente auf die genomische Region von celsr3.

Zur Phanotypisierung der Zfl fuhrte ich die oben genannten Versuchsreihen sowohl an
Wt Zzfl als auch an transgenen fluoreszierenden Reporter-Zfl Tg(-3.1ngnl:GFP),
Tg(wtlb:EGFP) und Tg(HGj4A) durch und beobachtete die Zfl bis zu 5 dpf. Fir die in
vivo Visualisierung und Fotodokumentation nutzte ich ein ZEISS Axio V16 Multi-Zoom
Fluoreszenzmikroskop mit der ZEN 2.3 Software und ein konfokales Laser-Scanning
Mikroskop Nikon A1R HD25 ECLIPSE Ti2E mit der NIS-Elements 5.21.02 Software. Fur
eine bessere Vergleichbarkeit der Zfl habe ich die Zfl zu dem Zeitpunkt der
Phanotypisierung mit 0,03 % Tricain anasthesiert und in 1,25 % niedrigschmelzender
Agarose fixiert. Alle Experimente wiederholte ich mehrmals unabhéngig voneinander
und die drei zuverlassigsten Versuchsreihen mit durchgehend guter Beurteilung der
Larven an allen finf Beobachtungstagen wurden in das Manuskript aufgenommen. Die
statistische Auswertung fuhrte ich mit GraphPad Prism Software Version 9.0.0 durch.
Die statistischen Analysen umfassten Kaplan-Meier-Uberlebenskurven und ANOVA-
Tests, wobei eine statistische Signifikanz bei einem p-Wert < 0,05 (*) angenommen

wurde.

1.3 Ergebnisse

Mittels DNA-Sequenzierungen von 734 Individuen mit Ekstrophien der Harnblase oder
anorektalen Malformationen wurden insgesamt 564 Varianten in CELSR3 detektiert.
Davon erfillten 15 Varianten (14 Missense-Varianten und eine in-frame-Deletion) in 16

unabhangigen Individuen die zuvor definierten Filterkriterien hinsichtlich der
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Sequenzierungsqualitat und des seltenen Auftretens in  der gesunden
Allgemeinbevdlkerung (Tab. 1). In computerbasierten Vorhersageprogrammen wurden
10 der 15 Varianten als potenziell krankheitsverursachend charakterisiert. In den daran
anschlieBenden Sanger-Sequenzierungen wurden alle identifizierten Varianten als
heterozygot bestatigt, also nur eines der beiden Allele betreffend (monoallelisch). Bei 9
von 16 Individuen konnte eine elterliche Vererbung validiert werden, wobei die Eltern als
gesund beschrieben wurden. Die Variante c.G6349A, p.(V2117M) wurde in zwei nicht-
verwandten Individuen mit anorektalen Malformationen identifiziert (Individuum 9 und
14), wovon bei Individuum 9 ebenfalls die gesunde Mutter die Variante tragt. Unter
Berucksichtigung aller Ergebnisse wurden alle heterozygoten Varianten, die von
gesunden Elternteilen vererbt wurden, als wahrscheinlich nicht-krankheitsverursachend
bewertet. Folglich verblieben sieben heterozygote Varianten in sieben nicht-verwandten
Individuen (Individuum 10 — 16) von unklarer Signifikanz aufgrund unvollstandiger
elterlicher DNA.
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Tab. 1: Daten von Individuen mit monoallelischen Varianten in CELSR3. Ubersicht zu
klinischen und molekularen Daten von 16 Individuen mit monoallelischen Varianten in
CELSR3, identifiziert durch die Molecular Inversion Probe (MIP) Technologie und
bestétigt durch Sanger-Sequenzierungen inklusive Analyse des Vererbungsmusters,
sofern elterliche DNA zur Verfugung stand. Nr Nummer, VACTERL Assoziation
angeborener Fehlbildungen (vertebral defects, anal atresia, cardiac defects, tracheo-
esophageal fistula, renal anomalies, limb abnormalities), bds beidseitig, CADD CADD-
Score (Combined Annotation Dependent Depletion GRCh37-v1.6), P PolyPhen-2
(Polymorphism-Phenotyping v2, 1 benign, 2 possibly damaging, 3 probably damaging),
S SIFT (Sorting Intolerant From Tolerant, T tolerated, D deleterious), V Vater, M Multter,
Wt Wildtyp, X keine Daten verfugbar.

Nr. | Phanotyp CELSR3 CADD; P; S | Kommentar
1 Blasenekstrophie, Hernien bilateral c.G9194A, 29,9; 3; D V heterozygot
p.(R3065H)
2 | Blasenekstrophie, Hernien bilateral €.9520_9521del, | X V heterozygot
p.(L3174fs22%)
3 Blasenekstrophie, Hernien bilateral, c.C9265G, 16,84; 1; T M heterozygot
Hamangiom p.(P3089A)
4 | Blasenekstrophie c.T4735G, 28,5; 3; D M heterozygot
p.(S1579A)
5 | Blasenekstrophie c.C1094T, 23;1; T M heterozygot
p.(A365V)
6 Blasenekstrophie c.C4958T, 26,5; 3; D M heterozygot
p.(A1653V)
7 | Anorektale Malformation mit ¢.C9380T, 23,3;1; T V heterozygot
vestibularer Fistel, Osophagusatresie | p.(P3127L)
8 Anorektale Malformation im Sinne c.C7019G, 1591 1; T M heterozygot
einer perinealen Fistel, p.(A2340G)
Hymenalatresie, Doppelniere links,
Beinverkirzung links, bikuspide
Aortenklappe
9 Anorektale Malformation im Sinne c.G6349A, 27,5:2;: D M heterozygot
einer perinealen Fistel, leichte p.(V2117M)
kraniozerebrale Fehlbildung
10 | Blasenekstrophie c.C9860T, 24.7;2; D Eltern nicht
p.(T3287M) sequenziert
11 | Blasenekstrophie c.C6523G, 253;:3;D Eltern nicht
p.(L2175V) sequenziert
12 | Blasenekstrophie c.C2962T, 27,5; 3;D Eltern nicht
p.(R988W) sequenziert
13 | Blasenekstrophie c.G1880A, 26,5;3; D V nicht
p.(R627Q) sequenziert, M Wt
14 | Anorektale Malformation im Sinne c.G6349A, 27,5;2;D V nicht
einer perinealen Fistel, VACTERL, p.(V2117M) sequenziert, M Wt
Entwicklungsverzégerung
15 | Rektourethrale Fistel, c.G7657A, 23,2;2;D V nicht
Osophagusatresie p.(A2553T) sequenziert, M Wt
16 | VACTERL, rektovesikale Fistel, c.G9245A, 221:1; D V nicht
Huftluxation bds, Meningomyelozele, | p.(R3082H) sequenziert, M Wt

Nierenagenesie rechts
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Zuséatzlich konnten durch internationale Kollaborationen zwolf Individuen aus elf
unabhangigen Familien mit biallelischen Varianten in CELSR3 ermittelt werden, darunter
sieben Individuen mit ZNS-Anomalien, drei Individuen mit kombinierten ZNS-Anomalien
und CAKUT und zwei Individuen mit CAKUT. Individuen mit ZNS-Anomalien zeigten
Auffalligkeit in Form von Intelligenzminderung und/oder Entwicklungsverzégerung,
muskularer Hypotonie, Krampfanfallen, Hirnfehlbildungen, NTDs, Makro- oder
Mikrozephalie. Individuen mit CAKUT zeigten Duplikationen der Harnsysteme, ektope
Nieren, multizystische dysplastische Nieren, vesikoureteralen Reflux, Hydronephrose,
obstruktive Uropathien oder eine unregelméfige Blasenwand. Anhand von
Vorhersageprogrammen wurden 13 der 16 Varianten in CELSR3 als potenziell
krankheitsverursachend charakterisiert. Alle Varianten auf3er c¢.8480C>A haben einen
CADD-Score > 22 und alle Varianten aul3er ¢.3142C>T befinden sich in evolutionar
hoch konservierten Regionen. Die 3D-Modellierungen von CELSR3 zeigen detailliert die
einzelnen Proteindomé&nen, wovon 2540 Aminosauren (engl. amino acids, aa)
extrazellular (N-Terminal), 233 aa die Zellmembran (berspannend und 522 aa
intrazellular (C-Terminal) lokalisiert sind. Zusatzlich konnte anhand des Modells der
Effekt der einzelnen Varianten fir die 3D Struktur des Proteins beurteilt und eine
phanotypische Verteilung der Varianten festgestellt werden. Sieben von zehn Varianten
der Individuen mit ZNS-Anomalien befinden sich nahe der Zellmembran oder
intrazellular (C-Terminal). Alle Varianten, die bei Individuen mit CAKUT identifiziert

wurden, befinden sich in extrazellularen Domanen von CELSR3.

Die Expression von Celsr3 im ZNS von Mausen wird in der Literatur bereits umfassend
beschrieben (Shima et al.,, 2002; Zhou et al.,, 2008). Durch antikdrperbasierte
Expressionsanalysen in Gewebsschnitten eines sieben-, zehn- und zwdolfwochigen
menschlichen Embryos konnten wir ergdnzend dazu CELSR3 in den embryonalen
Vorlaufern der Nieren und Harnwege detektieren. Zuséatzlich zeigten CELSR3 mRNA
Expressionsdaten die Expression von CELSR3 in embryonalem Harnblasengewebe von
sieben- bis neunwéchigen menschlichen Embryonen und embryonalen Mausen (E10,5
— E12,5).

Um die Rolle von CELSR3 in der Entwicklung des ZNS und der Harnwege genauer zu

charakterisieren, fuhrte ich KD- und KO-Experimente in sich entwickelnden Zfl durch. In
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bisherigen offentlichen Datenbanken wird celsr3 im Zf mit vier teilweise Uberlappenden
Transkripten beschrieben und ohne eine Sequenz, die als Startcodon fungieren kdnnte
(Ensembl Version 107; Cunningham et al.,, 2022). In den meisten Fallen wird die
Proteinsynthese durch das Startcodon des RNA-Basentripletts AUG initiiert, das fir die
Aminosaure Methionin kodiert (Drabkin und RajBhandary, 1998). Um erganzend zu den
offentlichen Datenbanken die transkribierte Region von celsr3 besser nachvollziehen zu
kénnen, fuhrte ich initial PCR-Amplifikationen von Zf-cDNA durch. Dabei konnte am
5"Ende von celsr3 eine zusatzliche Region von 2138 Basenpaaren (engl. base pair, bp)
detektiert und das wahrscheinlichste Startcodon durch den Vergleich der
Proteinsequenzen zu anderen Spezies und einer starken Ubereinstimmung mit der
Kozak-Sequenz identifiziert werden. Die Kozak-Sequenz ist dafur bekannt, dass sie in
Eukaryonten mit natirlichen Varianten als Initiationsstelle der Translation vorkommt
(Grzegorski et al., 2014). Auf dieser Basis konnte ich einen MO-KD von Celsr3 in Zfl
etablieren. Celsr3 KD fuhrte zum Zeitpunkt von zwei dpf bei 42 % der SB-MO-Zfl und 83
% der TB-MO Zfl zu einem Ubereinstimmenden Phanotyp, welcher sich mit einer
veranderten Konfiguration des kaudalen Endes der Zfl darstellte, teilweise in
Kombination mit einer Unterbrechung des neuronalen oder muskuloskelettalen
Gewebes. Dieser Phanotyp war in beiden MO-Gruppen signifikant ausgepragt im
Vergleich zu der MO-Kontrollgruppe, wo 2 % der Zfl kaudale Veranderungen zeigten.
Mit transgenen Tg(-3.1ngnl:GFP) Zfl konnte bei drei dpf eine veranderte Anordnung
neuronaler Vorlauferzellen und ein verringertes axonales Wachstum in Celsr3 MO-KD
Zfl festgestellt werden. Mit transgenen Tg(wtlb:EGFP) Zfl wurde die strukturelle
Entwicklung des Pronephros bei drei dpf untersucht und eine signifikant haufigere
Dilatation des Glomerulus in Celsr3 MO-KD Zfl beobachtet. Zu der Uberprifung, dass
die beobachteten Phanotypen auf eine Reduktion des Celsr3 Proteins in Zfl
zuruckzufiihren sind, etablierte ich mRNA Rescue Experimente durch eine co-Injektion
von celsr3 TB-MO und humaner Wt CELSR3 polyA-mRNA. Dies fuhrte zu einer
signifikanten Reduktion des Phanotyps sowohl in Wt Zfl als auch in den Reporterlinien
Tg(-3.1ngn1l:GFP) und Tg(wtlb:EGFP) im Vergleich zu den MO-KD Zfl. Zusatzlich
konnten in celsr3 CRISPR Cas9 FO-KO Zfl vergleichbare kaudale Veranderungen und
eine erhdhte Mortalitat festgestellt werden. In Wt Zfl zeigten 63 % der celsr3 CRISPR
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Cas9 FO-KO Zfl eine kaudale Veranderung, was signifikant erhoht war im Vergleich zu 2
% in der CRISPR-Kontrollgruppe.

In transgenen Tg(HGj4A) Zfl erganzte ich die bisherige Phanotypisierung durch eine
Beobachtung der sich entwickelnden unteren Harnwege und der Kloake. Gelegentlich
konnte bei Tg(HGj4A) Zfl nach funf dpf ein Ph&notyp beobachtet werden, welcher sich in
einer Erweiterung zwischen dem pronephrischen Gang (engl. ductus) und dem Enddarm
vor der Fusion in der Kloake zeigte (Abb. 1). In der statistischen Auswertung war dieser

kloakale Phanotyp jedoch nicht signifikant im Vergleich zu der Kontrollgruppe.

B

- - NS
>

Tg(HGj4A) Zfl

Control-MO

Abb. 1: Vereinzelte kloakale Veranderungen in Celsr3 knockdown Zebrafischlarven.
Laterale Ansicht von Tg(HGj4A) Zebrafischlarven (Zfl) finf Tage nach der Befruchtung,
behandelt mit 1-Phenyl-2-Thioharnstoff (PTU) zur Vermeidung von Pigmentierung der
Zfl. In vivo Visualisierung der Zfl mit einem ZEISS Axio V16 Multi-Zoom Mikroskop mit
der ZEN 2.3 Software. a Ubersichtsdarstellung einer Tg(HGj4A) Zfl in lateraler Ansicht.
pnd pronephrischer Gang, E Enddarm, K Kloake. b — d Darstellung ausgewahlter Zfl,
welche entweder mit Kontroll-Morpholino® (Control-MQO), einem die Translation von
celsr3 blockierenden MO (TB-MO) oder einem das Spleil3en von celsr3 inhibierenden
MO (SB-MO) injiziert wurden. Gelegentlich kann bei MO-injizierten Zfl ein vergréRerter
Raum zwischen dem pronephrischen Gang und dem Enddarm vor der Fusion in der
Kloake beobachtet werden (wei3e Pfeilspitze). Dies kdnnte mdglicherweise durch ein
Odem oder eine anatomische kloakale Blockade verursacht werden. Dieser Phanotyp

zeigte sich nur bei vereinzelten Zfl und nicht signifikant haufiger im Vergleich zu der
Kontrollgruppe.

1.4 Diskussion

Angeborene Anomalien konnen sehr heterogen auftreten, entweder in isolierten

Auspragungsformen innerhalb eines Organsystems oder als Teil eines syndromalen
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Krankheitsbildes. In vorherigen Studien wurden seltene monoallelische Varianten in
CELSR3 mit NTDs, Fieberkrampfen und dem Tourette-Syndrom assoziiert (Chen et al.,
2018; Li et al., 2022; Wang et al., 2018). Die im Rahmen dieser Dissertation detektierten
monoallelischen Varianten in CELSR3 konnten auch bei vermeintlich gesunden
Individuen festgestellt werden. Es besteht die Moglichkeit, dass zu dem Zeitpunkt der
Phanotypisierung milde Auspragungsformen unentdeckt geblieben sind oder eine
pathogene Variante ohne phénotypische Auspragung bleibt. Dieses Phanomen wird als
unvollstandige Penetranz bezeichnet und wurde bereits in anderen Familien mit CAKUT
und ZNS-Anomalien beobachtet (Cooper et al., 2013; Vivante et al., 2014; Arlt et al.,
2022). Penetranz kann durch verschiedene Faktoren wie Geschlecht, Epigenetik,
Umweltfaktoren und zusatzlichen Varianten in anderen Genen beeinflusst werden
(Cooper et al.,, 2013). Insgesamt deuten die Ergebnisse der multiplex DNA-
Sequenzierungen jedoch darauf hin, dass CELSR3 als ein rezessives Krankheitsgen
untersucht und seltene biallelische Varianten in CELSR3 im Kontext angeborener ZNS-

Anomalien und CAKUT in Betracht gezogen werden sollten.

Fur die Identifizierung mdoglichst vieler Individuen mit seltenen oder nicht
vorbeschriebenen biallelischen Varianten in CELSR3 ist eine internationale
Zusammenarbeit erforderlich. Im Rahmen dieser Dissertation konnten bei zwolf
Individuen in elf unabhangigen Familien mit einem phéanotypischen Kontinuum aus ZNS-
Anomalien und CAKUT potenziell krankheitsverursachende Varianten in CELSR3
analysiert werden. Bei der Auswahl der Individuen wurden strenge Filterkriterien
angewendet, um die Wahrscheinlichkeit zufalliger Korrelationen zwischen Varianten in
CELSR3 und Erkrankungen zu minimieren. Dadurch ist die Anzahl der identifizierten
Individuen relativ klein, bietet aber dennoch ein solides Fundament fur die
Charakterisierung eines seltenen Krankheitsbildes. In zukinftigen Studien sollten
systematisch grofRere Kohorten an entsprechenden Zentren untersucht werden, um die
Beteiligung von biallelischen Varianten in CELSR3 im Zusammenhang mit seltenen

Erkrankungen noch detaillierter beobachten zu kénnen.

In syndromalen Erkrankungen sind haufig verschiedene Organsysteme in
unterschiedlichem Ausmald klinisch betroffen, wie zum Beispiel beim CHARGE-

Syndrom, wo verschiedene angeborene Anomalien isoliert oder in unterschiedlichen
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Kombinationen auftreten kdnnen (Hsu et al., 2014). Die im Rahmen dieser Dissertation
identifizierten Individuen mit biallelischen Varianten in CELSR3 prasentierten variable
phanotypische Auspragungen im ZNS und der Harnwege. In der Literatur wird
verdeutlicht, dass CELSR3 bei neuronaler Migration, PCP und weiteren regulatorischen
Prozessen beteiligt ist, welche bereits in frihen Stadien der embryonalen Entwicklung
eine Rolle spielen (Wang et al., 2014). Je nach Beeintrachtigung der CELSR3-

Proteinfunktion kdnnte dies zur phanotypischen Variabilitat beitragen.

Zusatzlich wurden in dieser Dissertation vergleichbare Phanotypen in Celsr3 MO-KD
und celsr3 CRISPR-Cas9 F0-KO Zfl beobachtet, einschlie3lich verringertem axonalen
Wachstum und strukturellen Veranderungen des Pronephros. Diese Phanotypen traten
signifikant haufiger in den KD und FO-KO Zfl auf, jedoch auch innerhalb der
Injektionsgruppe in verschiedenen Auspragungsformen. Anhand der Rescue-
Experimente konnte mit humaner CELSR3 polyA-mRNA das Auftreten des Phanotyps
minimiert und damit nachgewiesen werden, dass der spezifische MO-KD von Celsr3
eine entscheidende Rolle in der Pathogenese spielt. Gleichzeitig bestatigten die Rescue
Experimente die hohe funktionelle Ubereinstimmung zwischen dem humanen CELSR3
zu dem orthologen celsr3 im Zebrafisch. Dadurch konnte der Zebrafisch erneut als
Modellorganismus zur funktionellen Charakterisierung von celsr3 bekraftigt werden. Da
einige der identifizierten Individuen auch Anomalien der unteren Harnwege oder
anorektale Malformationen zeigten, wurden erganzende MO-KD Experimente mit
transgenen Tg(HGj4A) Reporter-Zfl durchgefuhrt. Die vereinzelten kloakalen
Veranderungen konnten moglicherweise auf ein Odem oder eine anatomische kloakale
Obstruktion zurtickzufihren sein, vergleichbar mit den Individuen mit Hydronephrose
und anderen Urintransportstorungen oder anorektalen Malformationen (Abb. 1). Da
dieser Phanotyp in den untersuchten Zfl jedoch nicht statistisch signifikant zu
beobachten war und nur eine Minderheit der Individuen mit biallelischen Varianten in
CELSR3 (3 der 12 Individuen) Phanotypen aufweisen, die den unteren Harntrakt oder
den Enddarm betreffen, kann CELSR3 zum aktuellen Zeitpunkt nicht als
krankheitsverursachendes Gen fir kloakale Anomalien bestatigt werden.

Insgesamt bekréftigen die durchgefiihrten Experimente in Zfl die entscheidende Rolle

von Celsr3 in der embryonalen Entwicklung neuronaler und nephrologischer Systeme
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und tragen malgeblich zum Verstdndnis von CELSR3 als Krankheitsgen fur
angeborene Anomalien des ZNS und der Harnwege in variablen Auspragungsformen
bei. Limitierend bleibt jedoch die Unsicherheit Gber die Funktion der jeweiligen CELSR3
Varianten bei der Krankheitsentstehung. In zuklnftigen Experimenten sollten
erganzende Testungen der CELSR3 Varianten in funktionellen Studien und zellularen
Modellen erfolgen, um die Pathogenitat einzelner Varianten genauer zu verstehen.

1.5 Zusammenfassung

Die Atiologie angeborener Anomalien ist multifaktoriell und wird sowohl durch
Umweltfaktoren als auch komplexe genetische Faktoren beeinflusst (Corsello und
Giuffré, 2012). Im Rahmen dieser Dissertation konnten, basierend auf friheren Studien
und den durch GeneMatcher etablierten Kollaborationen, zwolf Individuen aus elf
unabhéngigen Familien hinsichtlich potenziell krankheitsverursachender, biallelischer
Varianten in CELSR3 analysiert werden (Reutter et al., 2016; Sobreira et al., 2015). Die
betroffenen Individuen zeigten einen Phéanotyp innerhalb eines Kontinuums von
Anomalien des zentralen Nervensystems (ZNS) und der Harnwege. CELSR3 kodiert fur
einen adhasiven G-Protein-gekoppelten Rezeptor und ist an vielen embryologischen
Prozessen beteiligt, inklusive der Regulierung planarer Zellpolaritat und der neuronalen
und endokrinen Zelldifferenzierung (Wang et al., 2014). Um die Rolle von CELSR3 im
Zusammenhang mit seltenen angeborenen Erkrankungen weiter zu untersuchen, habe
ich im Rahmen dieser Dissertation DNA-Sequenzierungen an insgesamt 734 Individuen
mit Ekstrophien der Harnblase oder anorektalen Malformationen durchgefuhrt und dabei
sieben nicht-verwandte Individuen mit heterozygoten Varianten in CELSR3 unklarer
klinischer Signifikanz identifiziert (Tab. 1). Zusétzlich publizierten wir im Rahmen dieser
Dissertation detaillierte 3D Modellierungen des CELSR3 Proteins inklusive der
moglichen Effekte verschiedener CELSR3 Varianten, Expressionsdaten embryonaler
und fetaler Gewebe der Harnwege und in vivo Studien in Zebrafischlarven. In
fluoreszierenden Reporterlinien, welche spezifisch fir das neuronale und
nephrologische System in Zfl sind, konnte ich durch Morpholino® knockdown, CRISPR-
Cas9 FO-knockout und Rescue-Experimente die Funktion von Celsr3 wahrend der

frihen embryonalen Entwicklung des ZNS und der Harnwege genauer charakterisieren.



21

Anhand dieser molekulargenetischen und funktionellen Studien konnte CELSR3 als ein
wahrscheinliches Krankheitsgen fir variable Auspragungsformen angeborener

Erkrankungen des ZNS und der Harnwege identifiziert werden.
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CELSRS3 codes for a planar cell polarity protein. We describe twelve affected individuals from eleven
independent families with bi-allelic variants in CELSR3. Affected individuals presented with an
overlapping phenotypic spectrum comprising central nervous system (CNS) anomalies (7/12),
combined CNS anomalies and congenital anomalies of the kidneys and urinary tract (CAKUT) (3/12)
and CAKUT only (2/12). Computational simulation of the 3D protein structure suggests the position of
the identified variants to be implicated in penetrance and phenotype expression. CELSR3
immunolocalization in human embryonic urinary tract and transient suppression and rescue
experiments of Celsr3 in fluorescent zebrafish reporter lines further support an embryonic role of

CELSR3 in CNS and urinary tract formation.

Co-occurrence of congenital anatomical and functional anomalies of the
central nervous system (CNS) and congenital anomalies of the kidneys and
urinary tract (CAKUT) have been previously reported, e.g. Galloway-
Mowat syndrome [MIM 251300]'; CAKUTHED [MIM 617641]% or
NECRC [MIM 619522]". The cadherin EGF LAG seven-pass G-type
receptors (CELSRs) are as a subgroup of adhesion G protein-coupled
receptors (aGPCRs) involved in many biological processes such as regula-
tion of planar cell polarity (PCP) during embryonic development, neuronal
and endocrine cell differentiation, vessel formation and axon guidance™’. In

the context of kidney development and pathophysiology, aGPCRs and in
particular Celsrl are known to play an important role in ureteric bud
branching’. All CELSR family members CELSR1-3 have large ecto-domains
for homophilic interactions followed by seven transmembrane segments
and a cytoplasmic domain®. Expression studies of all three CELSR paralogs
in xenopus and mice show distinct co-expression in the embryonic CNS and
the pronephric system, a vertebrate kidney precursor®. Celsr3 mutant mice
show severe thalamocortical disconnection, decreased rubrospinal axons,
corticospinal axons, spinal motoneurons and neuromuscular junctions, due
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to failure in axon guidance or outgrowth’"". Rare monoallelic variants in
human CELSR3 have been associated with neural tube defects (NTDs)""?,
febrile seizures” and Tourette disorder'.

Previously, we detected compound heterozygous variant alleles in
CELSR3 in an affected female with CAKUT and tethered cord syndrome"’.
Here, we report a total of twelve individuals with rare or novel bi-allelic
variants in CELSR3. The affected individuals share an overlapping pheno-
typic spectrum comprising CNS anomalies, co-occurring CNS anomalies
combined with CAKUT and CAKUT only. Computational simulation of
the 3D protein structure suggests the position of the identified variants to be
implicated in phenotype expression. Immuno-detection of CELSR3 in
human embryonic urinary tract and transient suppression and rescue
experiments of Celsr3 in fluorescent zebrafish reporter lines suggest an
embryonic involvement in CNS and urinary tract formation.

Results

Individuals with bi-allelic variants in CELSR3 present within a
phenotypic spectrum

Six of the twelve described individuals presented with homozygous missense
and five with compound heterozygous missense CELSR3 variant alleles
(Table 1). Individual 5: II-2 carried a heterozygous missense variant and an
in-frame-deletion in trans. Seven of twelve individuals presented with a
predominant CNS phenotype (1:II-1, 2: II-1, 2: 1I-2, 3:1I- 1, 4: II-3, 5: 1I-2, 6:
II-1), three presented with a combined CNS and CAKUT phenotype (7: II-1,
8: II-1, 9: II-1) and two presented with CAKUT only (10: II-1, 11: II-1)
(Table 1, Fig. 1).

Individuals with predominant CNS or combined CNS and CAKUT
phenotypes presented with intellectual disability and/or developmental
delay (ID / DD), hypotonia, seizures, brain malformations, NTDs, macro-
or microcephaly (occipitofrontal circumference +2 SD). The CAKUT
spectrum in individuals with combined CNS and CAKUT or CAKUT only
comprised duplicated collecting system, ectopic kidney, multi-cystic dys-
plastic kidney, vesico-ureteric reflux, hydronephrosis, obstructive uro-
pathies or irregular bladder wall. Detailed phenotype information can be
found in Table 1 and Supplement B.

In silico analysis predicts intolerance of CELSR3 variants

In individuals with a predominant CNS phenotype, eight out of ten variants
were characterized as presumably damaging by at least two in silico pre-
diction tools. One of these ten variants was predicted to be presumably
damaging by all three prediction tools. All these variants affect residues
highly conserved among species (Fig. 1a) and are annotated with a CADD
score above 22, except for c.8480C>A (CADD score 17.8) (Table 1).

In individuals with CNS and CAKUT, and CAKUT only phenotype,
five out of six identified variants were characterized as presumably dama-
ging by at least two in silico prediction tools, four of these six variants were
predicted to be presumably damaging by all three prediction tools. All these
variants are annotated with a CADD score above 22 (Table 1) and affect
highly conserved residues, except for ¢.3142C>T (Fig. 1b).

Structural modeling reveals phenotype associated distribution of
CELSRS3 protein variants
We used PhosphositePlus' and AlphaFold" to create a model of the 3312
amino acid (aa) human CELSR3 protein using a ’divide-and-conquer’
strategy. The N-terminus of the protein comprises 307 aa (1-307) and the
C-terminus contains 522 aa (2790-3312) for which no structural modeling
was possible as no suitable homology template exists. CELSR3 contains
seven membrane spanning helices (aa 2541-2774), which are part of the
modeled section of this protein. The location of variants was mapped onto
the model (Fig. 2). According to this modeling most modeled variants are
predicted to potentially destabilize the respective region or affect the possible
interaction surface due to changes in polarity or structure (Supplementary
Table 1).

Only three of the ten variants found in individuals with a predominant
CNS phenotype localize N-terminal in distance to the membrane associated

domains. Whereas seven out of ten possibly CNS associated variants cluster
within the perimembraneous domains and in the intracellular C-terminal
domain (Fig. 2). Remarkably, the p.Ile2409del variant introduces a register
shift into the side chain up-down sequence of a beta strand, potentially
leading to a larger structural disturbance in this area. The p.Gly2667Ser
variant is in an extracellular loop of the transmembrane domain and the
variation to a polar serine can change the interaction surface of this region.

In comparison, all variants identified in individuals with CAKUT
reside within extracellular N-terminal domains, including individuals 10: II-
1 and 11: II-1 with variants in similar positions in one of the Cadherin
domains (p.Argl048Trp and p.Glul034Gln) and similar CAKUT only
phenotype (Table 1; Fig. 2). Two of these six possibly CAKUT associated
variants cluster close to the GAIN-GPS motif: p.Val2320Ala, p.Glu2501Lys.
The variant p.Val2320Ala might induce conformational changes of that
loop in the GAIN domain and p.Glu2501Lys could significantly affect
interactions by changes in polarity. Due to the absence of available research
data, it was not possible to structurally model the cytoplasmic domains of
CELSR3 (>500 aa). Interestingly, three of the in total 16 variants in twelve
individuals identified in this study are located in this comparably small
cytoplasmic area of the protein, suggesting this unresearched region to be
important for protein function as well (Fig. 2).

Detection of CELSR3 in the human embryonic metanephric kid-
ney and urinary tract

CELSR3 was immuno-detected in different structures of the human
embryonic metanephros, the precursor of the human kidney (Fig. 3, Sup-
plementary Fig. 2). Similar patterns of CELSR3 were noted in metanephric
kidneys at ten and twelve weeks of gestation. CELSR3 was detected in
medullary collecting ducts and in ureteric bud branch stalks in the cortex of
the developing organ. The protein was further detected in the Bowman
capsule of immature glomeruli and there was weak immunostaining in
proximal tubules. At the same stage, uncondensed metanephric mesench-
yme in the outer cortex immuno-stained for CELSR3 as well (Fig. 3). In
sections of a seven-week human embryo, CELSR3 was immuno-detected in
epithelia of both the urogenital sinus tube, the precursor of the bladder
urothelium, and also epithelia of the hindgut (Supplementary Fig. 2). The
seven-week metanephric kidney contains a central ureteric stalk, with its
branch tips capped by condensing metanephric mesenchyme, containing
the nephron precursor cells. Neither of these showed a significant signal for
CELSR3. But uncondensed metanephric mesenchyme in the seven-week
metanephros stained for CELSR3. In addition, large (proximal) tubules in
the adjacent mesonephros immuno-stained for CELSR3 as well (Supple-
mentary Fig. 2).

Transient suppression of CELSR3 ortholog Celsr3 in zebrafish
leads to anomalies in the developing CNS and urinary system
The similarity between the human CELSR3 protein and the zebrafish (zf)
ortholog Celsr3 regarding all four described zf transcripts (celsr3-201, celsr3-
202, celsr3-203 and celsr3-204) is ~78% (2316/2959 aa) (SerialCloner 2.6.1
software). PCR amplification of the 5 end of celsr3 from zf cDNA revealed a
larger transcribed region of at least an additional 2,138 base pairs (bp)
compared to that previously described celsr3-204. Morpholino® knockdown
(MO-KD) with the translational-blocking MO (TB-MO) targeted to the
start codon 195 bp upstream of zf mRNA-transcript celsr3-204 (TB-MO-
204) as well as the splice-blocking MO (SB-MO-e6i6) both showed a
matching phenotype during the first five days post fertilization (dpf) (Fig. 4,
Supplementary Fig. 3). We defined the phenotype as a warped tail partly in
combination with a disruption of neuronal or musculoskeletal tissue at the
caudal end from two dpf onwards. This phenotype was significantly more
frequent in SB-MO-e6i6-treated zf larvae (zfl) (42%) and TB-MO-204-
treated zfl (83%) compared to Control-MO-treated zfl (2%, two-way
ANOVA, p as indicated) (Fig. 4a, b, Supplementary Fig. 3). The co-injection
of TB-MO-204 with human wild-type (wt) CELSR3 polyA mRNA reduced
this phenotype to 23% of zfl. Hence in most TB-MO-204-treated zfl the
phenotype could be rescued with human wt mRNA of CELSR3.

npj Genomic Medicine| (2024)9:18
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Table 1 | Clinical and molecular data of individuals with bi-allelic variants in CELSR3

Individual ZYG Variant MAF CADD; ID Tonus Seizures Brain, NTD OFC CAKUT Other
P;S;M /DD
CNS 1:11-1 CH c.1574G>A, 2.31e- 27.5; DD np np np 221z np Atopic dermatitis, frequent febrile infections
p.(Arg525His) 5 3;D;T
€.9299G>C, NR 24.8;
p.(Gly3100Ala) 2;
D; HT
2:11-1 CH c.7423C>T, 6.57e- 28.1; ID,DD Central BNS sei- np np np Neonatal hypoglycaemia, TTTS (acceptor), FTT,
p.(Arg2475Trp) 5 3;D; N hypotonia zures, DEE facial dysmorphism
c.8758C>T, 1.97e- 25.7;
p.(Arg2920Trp) 5 1;
D; HT
2:11-2 CH ¢.7423C>T, 6.57e- 28.1; ID, DD Central BNS sei- Delayed opercularisation np np Neonatal hypoglycaemia, TTTS (donor), FTT,
p.(Arg2475Trp) 5 3;D; N hypotonia zures, DEE facial dysmorphism
c.8758C>T, 1.97e- 25.7;
p.(Arg2920Trp) 5 1;
D; HT
3:11-1 Hom ¢.6304G>A, NR 24.1;  Global Hypotonia LGS Prominence of sub- np X Strabismus, sleep disturbance
p.(Ala2102Thr) 1;D; SI DD arachnoid spaces
4:11-3 CH ¢.5059C>T, 1.97e- 23.6; ID Hypotonia Seizures Pachygyria, double cortex np X X
p.(His1687Tyr) 5 1;D; Sl
c.7075C>T, 1.98e- 23.3;
p.(Pro2359Ser) 5 2;
T; Sl
5:11-2 CH c.7224_7226del, 1.32e- 25.3; PSM- np np X np X Autoaggressivity, autism-spectrum-disorder,
(p.lle2409del) 5 NR; R stereotypies, pectus excavatum, facial
NR; | dysmorphism
C.8480C>A, NR 17.8;
(p-Thr2827Asn) 3;D;T
6:11-1 Hom c.7999G>A, NR 26.5; ID,DD np np Hairy naevus lumbal np np Obesity, facial dysmorphism, stereotypies, sleep
p.(Gly2667Ser) 3;D;1 disturbance
CNS 7:11-1 Hom ¢.6959T>C, NR 27.2; np np np Polymicrogyria, sub- np MCDK, contralateral compensatory X
+CAKUT p.(Val2320Ala) 3; D; SI ependymal heterotopia hypertrophy
8:11-1 Hom c.4034C>T, 2.63e- 22.8; DD Hypotonia Generalized Obstructive hydrocephalus, +2.31 Unilateral ectopic kidney Rib deformities, ASD, sensorineural hearing loss,
p.(Pro1345Leu) 5 1;T; Sl and joint seizures ACC, cerebral hypoplasia  z growth retardation, facial dysmorphism
laxity
9: 1I-1 CH ¢.3712C>T, 6.57e- 28.2; ID,DD Asymmetric Complex Chiari I, L, periventricular +1.55 Duplicated collecting system, irregular blad-  Anxiety, facial dysmorphism
p.(Arg1238Cys) 6 3;D; 1 motor exam  febrile cysts, fatty filum/ TCS z der wall
C.7501G>A, 3.94e- 25; seizures
p.(Glu2501Lys) 5 3;D; 1
CAKUT 10:1I-1 Hom ¢.3142C>T, 3.2%9e- 23; np np np X np Bilateral VUR, duplicated collecting system X
p.(Arg1048Trp) 5 3;D; Sl
11:11-1 Hom ¢.3100G>C, 7.23e- 23.3; np np np X np Bilateral UPJO, hydronephrosis, reduced kid- X
p.(Glu1034GIn) 5 2;T; ney function, diffuse bladder wall thickening

Overview of clinical and molecular data of twelve individuals from eleven independent families with bi-allelic variants in CELSR3. Further details, as well as information on three families which are not included in the main text, can be found in Supplement A and B.
CNS central nervous system, CAKUT congenital anomalies of the kidneys and urinary tract, ZYG zygosity, CH compound heterozygous, Hom homozygous, MAF minor allele frequency in gnomAD v3.1, NR not reported, P PolyPhen-2 (1 benign, 2 possibly damaging, 3
probably damaging), S SIFT (T tolerated, D deleterious), M MetaDome (HT highly tolerant, T tolerant, N neutral, S/ slightly intolerant, / intolerant), /D intellectual disability, DD developmental delay, PSM-R psychomotor regression, BNS Blitz-Nick-Salaam, DEE
developmental and epileptic encephalopathy, LGS Lennox-Gastaut syndrome, NTD neural tube defect, ACC agenesis of corpus callosum, L leukoencephalopathy, TCS tethered cord syndrome, OFC occipitofrontal circumference, MCDK multicystic dysplastic kidney,
VUR vesicoureteral reflux, UPJO ureteropelvic junction obstruction, TTTS twin-to-twin transfusion syndrome, FTT failure to thrive, ASD atrial septal defect, np phenotype not present, X not investigated.
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Fig. 1 | Families with bi-allelic variants in CELSR3 and clinical images.

a Pedigrees of six families (1-6) with a predominant central nervous system (CNS)
phenotype. b Pedigrees of three families (7-9) with combined CNS phenotype and
congenital anomalies of the kidneys and urinary tract (CAKUT), and two families
(10, 11) with CAKUT only. The evolutionary conservation of the affected sequence
(bp) was estimated with the ConSurf server from variable (green) to conserved
(purple). Asterisks: Position of the respective variants. The arrows indicate

probands. Filled shapes should reflect affected status. ¢ Brain magnetic resonance
image (MRI) of 4: II-3 showing pachygyria. d Photograph of 6: II-1 showing a
congenital hairy melanocytic nevus with a diameter of 0.1 to 0.15 meter at the level of
the lower lumbal spine. Radiologic imaging of the spine was not performed here.
e Photograph of 8: II-1 showing macrocephaly, high and prominent forehead and
very small and low-set ears. f MRI of 9: II-1. Arrow: Chiari malformation type 1
(cerebellar tonsillar herniation).

Furthermore, we could show that there is no significant difference between
rescued and Control-MO-treated zfl.

In a parallel approach, we injected a CRISPR-Cas9 mix into zf embryos
with six sgRNAs targeting celsr3. A comparable phenotype to Celsr3 MO-
KD zfl could be replicated in these celsr3 FO CRISPR knockout (KO) zfl, as

well as a significant increase of affected zfl (63%) compared to scrambled
controls (2%) (Fig. 4a, b). Of note, no significant differences in survival rates
among MO-KD, rescue and control groups were observed within the first
five dpf. However, celsr3 FO CRISPR KO zfl presented with a lower survival
rate compared to scrambled controls (Fig. 4d). Using transgenic Tg(-
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Fig. 2 | Structural modeling of CELSR3 and mapping of the variants. Structural
modeling of CELSR3 and the respective variants according to the amino acid (aa)
position. Left panel: 3D protein domain view and variant annotation using
AlphaFold and PyMOL. Middle panel: Linearized aa view of the protein domains.
Right panels: Variant location according to the respective phenotype categories:

Central nervous system (CNS) anomalies in blue, combined CNS and congenital
anomalies of the kidneys and urinary tract (CAKUT) in green, CAKUT only in
yellow. Cad Cadherin, EGF Epidermal growth factor, GAIN G-protein-coupled
receptor (GPCR) autoproteolysis-inducing domain, GPS GPCR proteolysis site,
7TM Seven-transmembrane.

3.1ngn1:GFP) zfl at three dpf we visualized the disrupted arrangement of
proliferating neuronal progenitor cells and decreased axonal outgrowth in
Celsr3 KD or KO zfl (Fig. 4c). We further evaluated the structural devel-
opment of the pronephros in transgenic Tg(wt1b:EGFP) z{l at three dpf (Fig.
4e, Supplementary Fig. 3). Here, TB-MO-treated zfl showed a significant
dilatation of the glomerulus and a reduced size of the neck segments,
compared to controls. This effect was almost completely rescued after co-
injection of TB-MO-204 together with human wt CELSR3 polyA mRNA
(Fig. 4).

Discussion

In this study, we report twelve individuals from eleven independent families
with rare or novel bi-allelic variants in CELSR3 (Fig. 1, Table 1), most of
them are missense variant alleles by conceptual translation.

Seven of ten variants of individuals with a predominant CNS pheno-
type reside in the intracellular or the peri-membranous protein region,
including the GAIN and GPS domain (Fig. 2). The highly conserved GPCR-
Autoproteolysis Inducing (GAIN) domain is structurally and functionally
linked to the GPCR-Proteolysis Site (GPS) by mediating a chemical envir-
onment in the GPS necessary for autoproteolysis'®. The intracellular

C-terminal fragment (CTF) in GPCRs was found important for receptor
density on the cell surface’’, PCP”, and neural tube development'*"*.
Structural variation in the intracellular CTF of CELSR3 might impair
receptor signaling predominantly leading to a CNS phenotype. Interest-
ingly, all variants of individuals with a combined CNS and CAKUT or
CAKUT only phenotype distribute within the extracellular domains. The
extracellular cadherin repeats of CELSRs have adhesive properties and
provide a likely structural mechanism for calcium-regulated interaction™’.
Our computed model of the human CELSR3 protein predicted potential
structural and functional disturbances as a potential consequence of these
respective extracellular or transmembrane variations (Fig. 2 and Supple-
mentary Table 1). While these domains are structurally well characterized
and allow quite precise calculation, intracellular variants are limited in
structural interpretation due to sparse common information on the three-
dimensional structure of the CTF. As indicated in the introduction, (rare)
monoallelic variants in CELSR3 have been described to be involved in neural
tube defects (NTDs)*"?, febrile seizures'’ and Tourette disorder'’. However,
the respective studies do not provide functional evidence to support this
associations beyond doubt. Based on all available data, the protein was
modeled and the effects of the identified variants were hypothetically
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Fig. 3 | CELSR3 immunostaining in the human
embryonic metanephric kidney at ten weeks
gestation. All frames depict a ten-week gestation
kidney with nuclei counterstained (blue) with
hematoxylin. a Low power view of midsagittal sec-
tion with primary antibody omitted. The nephro-
genic cortex is uppermost and the medulla is in the
low part of the image. Note the absence of brown
color. b Adjacent section to that depicted in a. but
immuno-stained for CELSR3. Note the positive
signal (brown) in diverse structures. Boxed areas are
detailed in c-f. ¢ CELSR3 was detected in branching
medullary collecting ducts (cd). d The nephrogenic
cortex contains immature structures. CELSR3 was
detected in the ureteric bud branch stalk (ubs) which
is flanked by nephron precursors called S-shape
bodies (ssb). The metanephric mesenchyme (mm)
stained weakly for CELSR3. e Another view of the
nephrogenic cortex showing the ureteric bud branch
ampullary tip (uba). These epithelia were weakly
positive for CELSR3. Lower in the same image is an
immature glomerulus with prominent CELSR3
immunostaining in the Bowman capsule, or parietal
epithelia (arrows in the boxed enlargement). f The
Bowman capsule of a more mature glomerulus has
downregulated CELSR3 (arrows in boxed enlarge-
ment), and there is weak immunostaining in a
nearby proximal tubule (pt). Bars are 2 mm in
frames a and b, and 200 pm in frames c-f.

outlined, implying certain limitations. Nevertheless, a limiting factor for the
disease-gene relationship is that uncertainty remains about the specific
function of the respective variants in the disease formation. Here identifi-
cation of a larger cohort of affected biallelic variant carriers for further
assessment is warranted. Furthermore, exploration of the respective variants
in functional studies and cellular models are a direction for future research.

Previous studies indicated expression of Celsr3 protein in the CNS and
disrupted axonal guidance in the forebrain of Celsr3 conditional KO
mice*". This led to a variety of developmental phenotypes of the CNS in
these mice, which is in line with the phenotypic variability observed in our
patients. While expression of Celsr3 in the developing CNS of mice was
described previously*’, we extended the expression profile of CELSR3/
Celsr3 to the embryonic and fetal bladder precursor tissues using human and
mouse transcriptome data (GEO accession ID: GSE190641; Supplementary
Fig. 1) These findings suggest a conserved role of CELSR3/Celsr3 not only
during CNS but also during urinary tract development in vertebrates
(Supplementary Fig. 1). Furthermore, we immuno-detected CELSR3 in
different embryonic structures of the developing human metanephric kid-
ney and the urogenital sinus epithelium of the nascent bladder (Fig. 3 and
Supplementary Fig. 2). The postulate that CELSR3 has critical roles in the
growth and differentiation of these diverse cell types is consistent with the
range of malformations described here (i.e., dysplastic and fused collecting
systems).

In order to investigate not only expression but also the role of CELSR3
in development, we chose the zfl as a model organism. The similarity of the
human CELSR3 protein compared to the zf ortholog Celsr3 is notably high
with 78% (2316/2959 aa). The PCP core component pathway is mediated in

part by the Celsr1-3 subfamily, conserved through mice and zf**. Relative
expression data in zfl from one hour post fertilization (hpf) to 21 dpf
indicated the highest expression of celsr3 at three dpf*. Therefore, we
examined the function of Celsr3 during early development ina MO-KD and
FO CRISPR-Cas9 KO zf model. The zf transcript celsr3-204 is described to
begin protein synthesis with glutamate (GAA), even though protein
synthesis is initiated commonly with AUG methionine codons™. The AUG
translational start site of transcript celsr3-204 that we detected 195 bp
upstream of the previously described beginning of exon 1 shows a high
similarity to the human 5° translational start site of CELSR3 and a strong
Kozak consensus (Kozak: ACCAUGGCG; celsr3-204 minus 195 bp:
AGCAUGGAG). Therefore, we designed a TB-MO targeting this probable
AUG translational start site of transcript celsr3-204 (TB-MO-204).
Transient suppression of celsr3 transcripts in fluorescent zfl reporter
lines demonstrates the function of Celsr3 during early embryonic CNS and
urinary tract development (Fig. 4, Supplementary Fig. 3). Previously, the
expression of celsr3 has been described in primary neural clusters of the
brain and the spinal cord in zfl starting at twelve hpf**. We characterized the
effect of Celsr3 MO-KD and celsr3 FO CRISPR KO on neurogenesis using
the fluorescent reporter line Tg(-3.1ngnl:GFP) (Fig. 4c). The structural
irregularities at the caudal end and disrupted neuronal migration in zfl
morphants possibly resemble the neuronal anomalies described in indivi-
duals 2: 11-2, 4: I1-3, 6: II-1, 7: II-1, 8: II-1 and 9: II-1 (Table 1). Since five of
the here described individuals presented with CAKUT, we chose the
transgenic Tg(wt1b:EGFP) zfline as a vertebrate model system to analyze the
effect of Celsr3 MO-KD on the early urinary tract development”. These zfl
showed structural anomalies of the developing pronephros in Celsr3 zf
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morphants at three dpf (Fig. 4e, f, Supplementary Fig. 3). We classified the
disproportionally enlarged glomerulus as a marker for disturbed develop-
ment of the pronephros and the urinary tract, comparable to the kidney
anomalies including hydronephrosis, obstructive uropathies and other
CAKUT phenotypes observed in this study (Table 1).

In conclusion, the presented human genomic and immunohisto-
chemical results, computational simulation of protein structure, and func-
tional studies in zfl, collectively support the hypothesis that bi-allelic variants
in CELSR3 are involved in a probable genetic disease mainly affecting the
CNS and urinary tract.
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Fig. 4 | Transient suppression of Celsr3 in zebrafish larvae. Phenotypic evaluation
of the different zebrafish larvae (zfl) groups: Zfl injected with Control-Morpholino
(Control-MO), zfl injected with MO blocking celsr3 splice site exon 6 — intron 6 (SB-
MO-e6i6), zfl injected with MO blocking transcript celsr3-204 (TB-MO-204), zfl co-
injected with TB-MO-204 and human wild-type (wt) CELSR3 polyA mRNA, zfl
injected with scrambled (scrl) CRISPR control and celsr3 FO CRISPR knockout
(KO) mixes. a Representative brightfield microscopy of laterally mounted zfl at two
days post fertilization (dpf) treated with 1-phenyl 2-thiourea (PTU). Asterisks:
Example caudal end disruption. Arrowhead: Example warped tail. Scale bar

1000 pm. b Percentage of affected zfl in brightfield microscopy. TB-MO-204
injected zfl and celsr3 FO CRISPR KO zfl show highly significant affection of a
warped tail and/or caudal end disruption. In most zfl exposed to TB-MO-204 the
phenotype could be rescued with human wt polyA CELSR3 mRNA. Number (n) of
zfl for each injection group: Control-MO (n = 157), SB-MO-e6i6 (n = 278), TB-
MO-204 (n =223), TB-MO-204 + human wt RNA (n =221), scrl CRISPR control
(n =416) and celsr3 FO CRISPR KO (n = 440). Number of independent experiments
N =3 for both MO and CRISPR. ¢ Representative laterally mounted Tg(-
3.1ngn1:GFP) zfl at three dpf treated with PTU and imaged from lateral to visualize
the effect of Celsr3 MO knockdown (MO-KD) or FO celsr3 KO on neurogenesis. The

structural irregularities at the caudal end of the MO-KD or FO celsr3 KO zfl correlate
with a disruption of the neuronal arrangement (white asterisks). Scale bar 1000 pm.
d Kaplan-Meier plot showing a comparable survival rate for each respective
injection group. Number (n) of zf embryos for each injection group: Control-MO
(1 =203), SB-MO-e6i6 (1 = 367), TB-MO-204 (1 = 290), TB-MO-204 -+ human wt
RNA (n =272), scrl CRISPR control (n = 469) and celsr3 FO CRISPR KO (n=611).
Number of independent experiments N = 3 each. e Representative dorsally mounted
Tg(wt1b:EGFP) zfl at three dpf treated with PTU and imaged from dorsal to visualize
the effect of Celsr3 MO-KD on the development of the pronephros. White asterisk:
Example enlarged glomerulus. G: Glomerulus. Ns1: Right neck segment. Ns2: Left
neck segment. Scale bar 100 um. f Box plot showing the size of the glomerulus in
relation to the neck segments (G/((Ns1 + Ns2)/2)) calculated for each
Tg(wt1b:EGFP) zf] at three dpf. MO-injected zfl show a highly significant increase of
the glomerular diameter in comparison to the length of the neck segments. This
effect was almost completely rescued when TB-MO-204 was co-injected together
with human CELSR3 wt polyA mRNA. Control-MO (n = 22), TB-MO-204 (n = 27),
TB-MO-204 + human wt RNA (n =29). Number of independent experiments

N = 3. *p-value < 0.05, **p-value < 0.01, ***p-value < 0.001, ****p-value < 0.0001,
ns not significant. Two-way ANOVA. Mean: SEM.

Methods

Ethics declaration

This study fulfilled the requirements of the Declaration of Helsinki and was
approved by the Ethics Committee of the Medical Faculty of the University
of Bonn (Lfd.Nr.031/19). Consent was obtained for all families including
photographs if published, according to the respective research protocol of
each institution. Human embryonic and fetal samples were surgically
extracted from terminated pregnancies after informed consent and ethics
approval. Mouse embryonic tissues have been documented and their usage
reported to the local authorities (Regierungsprasidium Darmstadt). Human
embryonic tissues were collected after maternal consent and with ethical
approval of the North East - Newcastle & North Tyneside 1 Research Ethics
Committee (REC18/NE/0290, https://www.hdbr.org). Animal husbandry
and experimental setups were in accordance with European Legislation for
the Protection of Animals used for Scientific Purposes (Directive 2010/62/
EU). National law exempts all zebrafish experiments performed in larval
stages up to five dpf before feeding from ethical approval.

Family 1: Written informed consent was obtained from the parents or
legal guardians of the study participants after approval from the institutional
review board (IRB) at the participating institutions. Approval EK302-16 was
granted by the ethics committee of the Medical Faculty of the RWTH
Aachen (Universitatsklinikum Aachen, Germany).

Family 2: All individuals or their families have signed written consent
including clinical images, approved by the Ethics Committee of the Medical
University of Innsbruck. Ethics application number UN4501.

Family 3: All individuals or their families have signed written consent.
The study was approved by the IRB protocol 12-009346.

Family 4: All individuals or their families have signed written consent.
The individual has been enrolled in a study for sequencing analysis after IRB
approval at Policlinico S. Orsola-Malpighi (Bologna, Italy). IRB protocol
3206/2016.

Family 5: All individuals or their families have signed written consent
through the Telethon Undiagnosed Disease Program (Naples, Italy).

Family 6: Written consent was obtained for publication of anonymized
medical data which were obtained in a diagnostic setting. The affected
individual was investigated by their referring physicians and all genetic
analyses were performed in a diagnostic setting. Legal guardians of the
affected individual gave informed consent for genomic investigations and
publication of their anonymized data. For the Erasmus MC, use of genome-
wide investigations in a diagnostic setting was IRB approved. IRB protocol
METC-2012-387.

Family 7: All individuals or their families have signed written consent.
This study was approved by Baylor College of Medicine (Houston, USA).
IRB research Protocol H-29697.

Family 8: All individuals or their families have signed written consent
through the Telethon Undiagnosed Disease Program (Naples, Italy). This
study was approved under protocol number UDP15001. The authors affirm
that human research participants provided informed consent for publica-
tion of the image in Fig. le.

Family 9: All individuals or their families have signed written consent.
Agreement to perform Exome Sequencing was obtained by GeneDx (Gai-
thersburg, USA). Informed consent for publication was obtained from the
family by the clinicians and standard permission form to photograph for
academic and research purpose was signed.

Family 10: All individuals or their families have signed written consent.
Approval for human subjects’ research was obtained from the IRB of the
University of Michigan and Boston Children’s Hospital (Boston, USA). IRB
protocol P00006200.

Family 11: Allindividuals or their families have signed written consent.
Approval for human subjects’ research was obtained from the IRB of the
University of Michigan and Boston Children’s Hospital (Boston, USA). IRB
protocol P00006200.

Supplementary Family 1: The individual has given written permission
for the publication of the data. In Denmark this is not considered a research
project and participation is exempt from IRB and ethics approval.

Supplementary Family 2: All individuals or their families have signed
written consent. This study was approved by the Columbia University IRB.
IRB protocol AAAO6702.

Supplementary Family 3: All individuals or their families have signed
written consent including diagnostic and publication.

Variant identification and classification

We describe twelve individuals with bi-allelic variants in CELSR3.
Furthermore, we describe three families with bi-allelic CELSR3 var-
iants of uncertain significance in the supplemental material. All
individuals were ascertained through clinical exome sequencing (ES)
and GeneMatcher®. Informed consent was obtained for all cases with
additional permission to publish clinical images, if included. Race and
ethnicity were self-reported or collected from databases. All sequen-
cing methods, molecular findings and clinical descriptions are stated
in Supplement A and B.

All varjant alleles refer to the sequence of ENST00000164024.5
(Ensembl release 107, reference sequence NM_001407.3) and were vali-
dated with Mutalyzer 2.0.35”*". Due to the size of the gene, we only con-
sidered variants not reported homozygous in gnomAD v3.1 and with a
gnomAD v3.1 minor allele frequency (MAF) < 0.0001 in order to avoid bi-
allelic cases by chance. All variants, and segregation when parents available,
were validated by Sanger sequencing. Additional, less likely variants of
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unknown significance reported in the here described individuals are men-
tioned in Supplement A.

For in silico analysis, we used Combined Annotation Dependent
Depletion GRCh38-v1.6 (CADD), Polymorphism-Phenotyping v2 (Poly-
Phen-2) and Sorting Intolerant From Tolerant (SIFT)"~*. MetaDome
Version 1.0.1 was applied to transcript ENST00000164024.4 to generate a
tolerance landscape, analyzing the variants based on the single nucleotide
missense and synonymous variants from gnomAD v3.1 in the protein-
coding region™. Evolutionary conservation of bp positions was estimated
using ConSurf>*.

Structural modeling of CELSRS3 protein and mapping of the
variants

PhosphositePlus'® and AlphaFold"” were used to model the structure of
CELSR3. The source code of the AlphaFold (deepmind) algorithm was
downloaded from https://github.com/deepmind/alphafold. Since the
human CELSR3 comprising 3,312 aa residues is too large to readily create a
full-length model, we split the protein into overlapping subdomains that
were individually used as inputs for AlphaFold. The models of the individual
domains were structurally aligned using PyMOL. The boundaries of the
individual subdomains of the CELSR3 protein with overlapping segments
for structural alignment were: 1-240, 121-360, 241-720, 601-840,
721-1320, 1201-1440, 1321-1980, 1861-2100, 1981-2400, 2281-2520, and
2401-3312, respectively.

CELSRS3 immunostaining of the human embryonic metanephric
kidney and urinary tract

Human embryonic tissues, collected after maternal consent and with ethical
approval (REC18/NE/0290), were sourced from the Medical Research
Council and Wellcome Trust Human Developmental Biology Resource
(https://www.hdbr.org). Samples comprised gestational week 7, 10, and 12.
Tissues were paraffin embedded, sectioned as described”, and immunos-
tained with the following primary antibody: Rabbit polyclonal raised to the
N-terminal region of human CELSR3 (1:50 dilution; ab189012 from
Abcam). The primary antibody was detected with a secondary antibody
(1:200 dilution, Goat Anti-Rabbit ab6720 from Abcam) and signals gen-
erated with a DAB (SK-4100) peroxidase-based method”.

Zebrafish husbandry and embryo maintenance

Zfwere maintained according to recommendations by Westerfield* and the
German national law (animal welfare act and § 11). Zfl of wt AB/TL strain,
transgenic Tg(-3.1ngnl:GFP) (ZFIN ID: ZDB-TGCONSTRCT-070117-
124), and Tg(wt1b:EGFP) (ZFIN ID: ZDB-TGCONSTRCT-071127-1) were
obtained by natural spawning and raised at 28 °C in Danieau solution on
14 h light and ten hours dark cycle. All experiments were done on zfl at one
to five dpf before independent feeding™.

Morpholino® knockdown and mRNA rescue microinjections

The zf wt ortholog celsr3 (ENSDARG00000055825) is described with four
transcripts (celsr3-204: ENSDART00000145095.3; celsr3-201:
ENSDARTO00000078334.6; celsr3-202: ENSDART00000131888.2; celsr3-
203: ENSDART00000137391.2; Ensembl release 107)*’. The sequences of
transcript celsr3-202 and celsr3-203 in zf are short and completely covered by
transcript celsr3-201. Furthermore, transcript celsr3-201 and celsr3-204
overlap in parts and would be most similar to the only mentioned human
transcript CELSR3-201 as a combined transcript. Hence, analysis of the
5 UTR region with the purpose of identifying an AUG translational start
site was performed by extraction of total RNA from 35 zfl with TRIzol™
reagent (Thermo Fisher Scientific, Catalog No. 15596026) and rt-PCR using
ProtoScript® II First Strand cDNA Synthesis Kit (New England BioLabs
GmbH, Catalog No. E6560). cDNA Amplification of 2138 bp upstream of
exon 1 to exon 2 transition of transcript celsr3-204 was performed using
forward primer 5’-GAGCACGGCGGAAGGAGTCG-3" and reverse pri-
mer 5 -CTCTGTAATGATGAGCACCCGCAGC-3". Celsr3 protein
sequence analysis of other species was facilitated using SerialCloner

2.6.1 software. Celsr3 KD was performed using specific Morpholino® Oli-
gonucleotides (MO) synthetized by GeneTools, LLC. Two TB-MOs were
designed targeting the AUG translational start site of transcript celsr3-201
(TB-MO-201, 5-CTGCTGAGCATCTCCTCTGTAATGA-3") and the
expected AUG translational start site of transcript celsr3-204 (celsr3-204
minus 195 bp, TB-MO-204, 5'-GTCTTCTGCAATCACCCACTCCATG-
3"). One splice-blocking MO was designed targeting the boundary of celsr3-
204 exon 6 - intron 6 (SB-MO-e6i6, 5'-TCTTCAGTGGACTTTCT-
CACCTTGT-3"). In one- to two-cell zf embryos, MO microinjections were
performed into the yolk with celsr3 TB-MO-201, celsr3 TB-MO-204 or the
standard control MO (Control-MO, 5’ -CCTCTTACCTCAGTTA-
CAATTTATA-3’) with ~4.5ng for each MO (1.8 nl/embryo), or with
~5.9 ng for celsr3 SB-MO-e6i6 (1.8 nl/embryo). For mRNA rescue experi-
ments, ~70 pg of in vitro transcribed human wt CELSR3 polyA mRNA and
TB-MO-204 with non-identical sequences (bp) were co-injected. mRNA
transcription was performed on human CELSR3 c¢cDNA ORF clone
OHu18524 (GenScript) containing NM_001407.3 using the mMESSAGE
mMACHINE T7 Ultra Kit (Thermo Fisher Scientific, Catalog No.
AMB13455) followed by polyA tailing using Invitrogen™ Poly-(A) Tailing
Kit (ThermoFisher, Invitrogen™, Catalog No. AM1350). For zfl injection,
concentrations were chosen to avoid dose-dependent effects after exam-
ination ranges of ~3.7-7.4 ng MO and 20-100 pg/nl mRNA solution.

CRISPR-Cas9 FO0 knockout of celsr3

FO KO zfl were generated using the CRISPR-Cas9 method as previously
described with slight modifications to the protocol*’. With the purpose of
creating a truncated celsr3 transcript we designed six sgRNAs binding
shortly upstream of exon 1, in exon 1 and in exon 2 of celsr3-204
(NM_001407.3) using the open website tool https://www.crisprscan.org/*.
Reagents of Alt-R™ CRISPR-Cas9 System (Alt-R® CRISPR-Cas9 crRNA,
custom design; Alt-R® CRISPR-Cas9 tracrRNA; Alt-R® S.p. Cas9 Nuclease
V3, Catalog No. 1081058; Alt-R® CRISPR-Cas9 Negative “scrambled”
control crRNA #1-#3, Catalog No. 1072544-1072546; Nuclease-Free
Duplex Buffer, Catalog No. 11-05-01-12) were obtained from Integrated
DNA Technologies, Inc and prepared according to the distributor’s and user
protocols®. Equal amounts of either all six celsr3 sgRNAs or the three
scrambled control sgRNAs were combined to a 100 uM stock. Equal
amounts of these 100 uM sgRN A stocks and 100 (M tracrRNA were diluted
in Nuclease-Free Duplex Buffer to a final concentration of 3 uM or 6 uM for
scrambled control and celsr3 mix and annealed at 95 °C for 5 min. These
were combined with the same amount (3.05/6.1 uM) of Cas9 protein diluted
in Cas9 working buffer each and incubated at 37 °C for 10 min. Shortly
before injections 1 pl of phenol red was added. Injections of ~1.8 nl were
performed into the yolk of one- to two-cell zf embryos. Truncation of the
celsr3 genomic region was PCR tested at four dpf as previously described”.
Primer sequences, sgRNA sequences and genomic PCR-gel electrophoresis
images are provided in Supplementary Fig. 4.

In vivo imaging and phenotyping

Zf embryos were incubated with 0.2 mM 1-phenyl 2-thiourea (PTU, Cat-
alog No. P7629) supplemented to their Danieau solution from one to five
dpf'to avoid pigmentation. Brightfield and fluorescence in vivo imaging was
performed from one to five dpf using a ZEISS Axio V16 Multi-Zoom
microscope and analyzed with ZEN 2.3 Software. Phenotypic affection in
brightfield imaging was defined by the presence of irregular tail curvature
and/or disruption at the caudal end at two dpf. For CNS phenotype eva-
luation Tg(-3.1ngnl:GFP) zfl at three dpf were anesthetized with 0.03%
tricaine and fixed in 1.25% low-melting agarose. For evaluation of the
urinary tract phenotype Tg(wt1b:EGFP) zfl at three dpf were anesthetized
and fixed as described above. Z-stack-series with 2 pm step size was per-
formed with a Nikon A1R HD25 ECLIPSE Ti2E confocal laser scanning
microscope equipped with NIS-Elements 5.21.02 software. Phenotypic
differences in the developing pronephros in Tg(wt1b:EGFP) were analyzed
with the NIS-Element imaging software 5.21.00. To account for variation in
larvae size, the glomerulus diameter was normalized to the respective length
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of the pronephric neck segments. All experiments were repeated indepen-
dently at least three times (N > 3).

Statistical analyses

GraphPad Prism Version 9.0.0 was used for one-way ANOVA with post-
hoc Tukey HSD Test and two-way ANOVA with SEM. Kaplan-Meier
survival curves were used to analyze survival within the first five dpf.

Reporting summary
Further information on research design is available in the Nature Research
Reporting Summary linked to this article.

Data availability

Data supporting the findings of this study are available in the supplemental
material. Additional data not compromised by ethical issues will be available
upon request from the corresponding authors. All sequencing data are
deposited in ClinVar (accession numbers: SCV004176841 -
SCV004176856). Mouse RNA-seq data at stages E10.5, E12.5 and E15.5
were obtained from Gene Expression Omnibus (GEO accession ID:
GSE190641)”. RNA-seq data of human embryonic and fetal bladder tissues
were obtained from already deposited data at EMBL-EBI expression atlas
(E-MTAB-6592).
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