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Résumé 

 Les anomalies du tube neural (ATN) sont des malformations congénitales parmi les 

plus fréquentes chez l’humain en touchant 1-2 nouveau-nés par 1000 naissances. Elles 

résultent d’un défaut de fermeture du tube neural pendant l’embryogenèse. Les formes les plus 

courantes d'ATN chez l'homme sont l'anencéphalie et le spina-bifida. Leur étiologie est 

complexe impliquant à la fois des facteurs environnementaux et des facteurs génétiques. 

Un dérèglement dans la signalisation Wnt, incluant la signalisation canonique Wnt/ȕ-caténine 

et non-canonique de la polarité planaire cellulaire (PCP), peut causer respectivement le cancer 

ou les anomalies du tube neural (ATN). 

 Les deux voies semblent s’antagoniser mutuellement. Dans cette étude, nous 

investiguons les rôles de Lrp6 et deANKRD6, entant qu’interrupteurs moléculaires entre les 

deux voies de signalisation Wnt, et CELSR1, en tant que membre de la PCP, chez la souris 

mutante Skax
26m1Jus, générée par l’agent mutagène N-Ethyl-N-Nitrosuera, et dans une cohorte 

de patients humains ATN. 

 Pour Lrp6, nous avons démontré que Skax
26m1Jus représente un allèle hypermorphe de 

Lrp6 avec une augmentation de l’activité de la signalisation Wnt/canonique et une diminution 

de l’activité JNK induite par la voie PCP. Nous avons également montré que Lrp6Skax26m1Jus 

interagit génétiquement avec un mutant PCP (Vangl2
Lp) où les doubles hétérozygotes ont 

montré une fréquence élevée d’ATN et des défauts dans la polarité des cellules ciliées de la 

cochlée. Particulièrement, notre étude démontre l'association des nouvelles et rares mutations 

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

causent une activité canonique réduite et non-canonique élevée. 

 Pour ANKRD6, nous avons identifié quatre nouvelles et rares mutations faux-sens 

chez 0,8% des patients ATN et deux chez 1,3% des contrôles. Notamment, seulement deux, 

des six mutations validées (p.Pro548Leu et p.Arg632His) ont démontré un effet significatif sur 

l’activité de ANKRD6 selon un mode hypomorphique. 
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 Pour CELSR1, nous avons identifié une mutation non-sens dans l'exon 1 qui supprime 

la majeure partie de la protéine et une délétionde 12 pb. Cette perte de nucléotides ne change 

pas le cadre de lecture et élimine un motif putatif de phosphorylation par la PKC " SSR ". 

Nous avons également détecté un total de 13 nouveaux et rares variants faux-sens qui avaient 

été prédits comme étant pathogènes in silico. 

 Nos données confirment le rôle inhibiteur de Lrp6 dans la signalisation PCP pendant la 

neurulation et indiquent aussi que les mutations faux-sens identifiées chez LRP6 et ANKRD6 

pourraient affecter un équilibre réciproque et un antagonisme très sensible à un dosage précis 

entre les deux voies Wnt. Ces variants peuvent aussi agir comme facteurs prédisposants aux 

ATN. En outre, nos résultats impliquent aussi CELSR1 comme un facteur de risque pour les 

anomalies du tube neural ou l’agénésie caudale. 

 Nos résultats fournissent des preuves supplémentaires que la voie de signalisation PCP 

a  un rôle pathogène dans ces malformations congénitales et un outil important pour mieux 

comprendre leurs mécanismes moléculaires. 

 

Mots-clés : ANKRD6 ; LRP6 ; CELSR1 ; Agénésie caudale ; Anomalies du tube neural ; 
Polarité planaire cellulaire, Extension convergente ; signalisation Wnt.
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Abstract 

 Neural tube defects (NTDs) are among the most common congenital malformations in 

humans affecting 1–2 infants per 1000 births. NTDs are caused by failure of the neural tube to 

close during embryogenesis. The most common forms of NTDs in humans are anencephaly 

and spina bifida. Their etiology is complex implicating environmental and genetic factors. 

Wnt signaling has been classified as canonical Wnt/ ȕ-catenin dependent or non-canonical 

planar cell polarity (PCP) pathway. Misregulation of either pathway is linked mainly to cancer 

or neural tube defects (NTDs) respectively. Both pathwaysseem to antagonize each other. In 

this study, we investigate the role of Lrp6andANKRD6 as molecular switches between both 

Wnt pathways as well as CELSR1 as PCP member, in a novel ENU mouse mutant of Lrp6 

(Skax
26m1Jus) and in human NTDs.  

 For Lrp6, we demonstrate that Skax
26m1Jus represents a hypermorphic allele of Lrp6 

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

Lrp6
Skax26m1Jusgenetically interacts with a PCP mutant (Vangl2

Lp) where double heterozygotes 

showed an increased frequency of NTDs and defects in cochlear hair cells’ polarity. 

Importantly, our study also demonstrates the association of rare and novel missense mutations 

in LRP6 that is an inhibitor rather than an activator of the PCP pathway with human NTDs. 

We show that three LRP6 mutations in NTDs led to a reduced Wnt canonical activity and 

enhanced PCP signaling. 

 For ANKRD6: We identified four rare missense mutations in 0.8% of the NTD 

patients and 2 rare missense mutations in 1.3% of the controls. Notably, when all 6 mutations 

were validated, only two mutations identified in NTD patients, p.Pro548Leu, p.Arg632His, 

significantly altered DIVERSIN activity in Wnt signaling assays in a hypomorphic fashion. 

 For CELSR1: We identified one nonsense mutation in exon 1 of CELSR1 that 

truncates the majority of the protein in one NTD patient and one in-frame 12 bp deletion that 

removes a putative PKC phosphorylation“SSR” motif in one caudal agenesis patient. We also 

detected a total of 13 novel missense variants in 12 patients (11 NTDs and 1 caudal agenesis) 

that were predicted to be pathogenic in silico. 
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 Our data confirm an inhibitory role of Lrp6 in PCP signaling in neurulation and 

indicate that rare missense mutations in LRP6 and ANKRD6 could affect a balanced reciprocal 

and a highly dosage sensitive antagonism between both Wnt pathways in neurulation  and act 

as predisposing factors to NTDs in a subset of patients. Also, our findings implicate CELSR1 

as a risk factor for NTDs or caudal agenesis. 

 Our findings provide additional evidence for a pathogenic role of PCP signaling in 

thesemalformations and an important tool for better understanding their molecular 

mechanisms. 

 

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

;  Planar cell polarity ; Convergent extension; Wnt signaling.
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1. Introduction 

1.1. Définition  

Les anomalies du tube neural (ATN) représentent le groupe le plus commun et le plus 

sévère des anomalies du système nerveux central. Après les malformations cardiaques, les 

ATN arrivent en deuxième position en fréquence (4,261). Elles sont associées à une mortalité 

périnatale touchant 1-2 enfant(s) par 1000 naissances. Elles sont causées par un défaut de 

fermeture du tube neural partielle ou complète au cours des premières étapes de la vie 

embryonnaire et peuvent avoir lieu tout au long de l’axe rostrocaudal (4, β61, β8β). 

1.2.  Développement embryonnaire du système nerveux 
central 

La formation du système nerveux central commence très tôt durant le développement de 

l’embryon. À la fin de la gastrulation qui s’achève avec la formation des γ épithéliums 

embryoniques (ectoderme primitif ou l’épiblaste, le mésoderme et l’endoderme), la notocorde 

se met en place (1). L’embryon, en forme circulaire, va prendre une structure allongée, étape 

primordiale pour la suite du développement du système nerveux. Le signal envoyé par la 

notocorde vers l’ectoderme va déclencher la formation de la plaque neurale qui est la première 

structure à l’origine du système nerveux et le début du processus développemental aussi 

appelé neurulation (1). 

La suite de la neurulation continue avec le repliement vers l’intérieur des bords de la 

plaque neurale, formant ainsi la gouttière neurale. Celle-ci va alors se refermer complètement 

pour finalement former le tube neural à partir duquel se construira la totalité du cerveau et de 

la moelle épinière (2). 
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1.2.1.  La neurulation 

La neurulation chez l’humain représente un processus morphogénétique fondamental qui 

aboutit au développement du tube neural (cerveau et moelle épinière). Ce processus se déroule 

en deux phases qui ont lieu à des niveaux distincts au long de l’axe rostrocaudal de l’embryon 

: la neurulation primaire (semaines 3-4), responsable de la formation du cerveau et de la 

plupart de la moelle épinière, suivie par la neurulation secondaire (semaines 5-6) qui est 

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

de la partie caudale du tube neural et de l’élongation de la moelle épinière (γ). 

 

Figure 1. Représentationschématique des étapes de fermeture de tube neural. La plaque 

neurale se forme (A), suivie par l’élévation de ses bords avec la formation des plis neuraux 

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

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

Au cours de la troisième semaine de gestation, le développement du système nerveux 

s’amorce avec l’épaississement de l’ectoderme et par conséquent l’apparition de la plaque 

neurale (figure 1A). Celle-ci s’invagine ensuite en sillon neural puis les bords de la plaque 

neurale s’élèvent, formant des plis neuraux qui délimitent une dépression, la gouttière neurale 

(Figure 1B). Au fil du développement, ces structures se rapprochent en s’allongeant et se 

fusionnent, constituant ainsi le tube neural (Figure 1C-D). Pendant la neurulation primaire, les 

cellules de l’ectoderme se divisent en deux couches de tissus parallèles. Une qui donnera 

naissance aux structures du SNC à l’intérieur du tube neural et l’autre formera la peau à 

l’extérieur (4, 5). Une troisième masse de tissu, la crête neurale, émerge de ces cellules 

ectodermiques de la partie dorsale, tout au long de ce tube. Celle-ci est à l’origine des nerfs 

spinaux, des ganglions spinaux, des nerfs crâniens, des ganglions des nerfs crâniens, des 

médullas surrénales, des ganglions du système nerveux autonome et des méninges ainsi que de 

certains cartilages et os du crâne (6). À partir de la paroi interne du tube neural, trois couches 

de cellules se différencient. Celles de la couche superficielle, appelée couche marginale, sont à 

l’origine de la substance blanchedu système nerveux, cellex de la couche intermédiaire ou 

zone du manteau forment la substance grise et celles de la couche profonde, nommée couche 

épendymaire, forment le revêtement du canal central de la moelle épinière et des ventricules 

cérébraux. L’interaction entre la notocorde et l’ectoderme qui la recouvre induit la formation 

du neuroectoderme (4). À ce stade, les protéines morphogénétiques osseuses (BMP :Bone 

Morphogenetic Proteins), qui stimulent la formation de l’épiderme et inhibent en même temps 

la formation du neuroectoderme, seront inactivées par certains antagonistes tels que noggin, 

chordin et follistatin provenant du nœud primitif (4, 5). Cela va permettre la différenciation en 

neuroectoderme, puis en plaque neurale. Les facteurs de croissance des fibroblastes FGF 

(fibroblast growth factors) et ceux des analogues à l`insuline, ainsi que la signalisation de la 

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

 Une fois formée, la plaque neurale donne naissance aux plis neuraux dont l’initiation 

est due à la force de la constriction apicale (7). Il existe différentes théories au sujet des 

mécanismes de la constriction apicale (figure 2), la plus populaire est celle où la superficie 
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apicale se rétrécit sous l’effet d’un appareil contractile sous-membranaire localisé au niveau 

du domaine apical des cellules qui agit de la même façon que l’appareil contractile des 

myocytes. En effet, les régions apicales des cellules de l’épithélium neuronal sont enrichies en 

actine (7). Également, les embryons de souris traitées au cytochalasine D (inhibiteur des 

microfilaments d’actine) démontrent une inhibition de la fermeture des plis neuraux 

craniaux(8), effet similaire observé en réponse à la perte de fonction des différentes protéines 

associées aux filaments d’actine, incluant p190RhoGAP, vinculin, shroom et Mena/profilin 

(9). 

                                 

Figure 2. Mécanismes de la constriction apicale. A: Le repli d'un appareil contractile apical 

(vert) transforme les cellules cylindriques en cellules coniques. B: L’adhérence croissante 

entre les surfaces apicales des cellules (rouge) augmentera leur superficie de contact et par 

conséquent, un rétrécissement de leur extrémité apicale. C: L'augmentation de la hauteur des 

cellules, probablement par un appareil à base de microtubules (bleu), pourrait également 

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

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

l’implication soit d’une augmentation de l’adhérence intercellulaire au sein de la région 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wallingford%20JB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15806594
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apicale, soit d’une augmentation de la hauteur des cellules avec un volume et une superficie 

basale constante (7). 

 Les cellules apicales vont par la suite se contracter, s’allonger et prendre la forme 

cylindrique. Ces changements de morphologie sont sous le contrôle d’un phénomène 

morphogénétique appelé extension convergente (CE) (7). Pendant ce processus complexe, les 

cellules polarisées de la plaque neurale s’allongent sur leur axe médiolatéral et produisent des 

protrusions cellulaires qui leur permettent de migrer et s’intercaler par la suite avec les cellules 

avoisinantes (Figure 3). Cela a pour effet de permettre la convergence du tissu vers la ligne 

médiane et l’allongement sur l’axe antéro-postérieur et donc de créer un axe allongé et une 

largeur plus étroite de la plaque neurale. La CE est sous le contrôle de la voie de signalisation 

non canonique du Wnt/Frizzled (Wnt/Fz), aussi appelée la voie de la polarité planaire 

cellulaire (PCP, planar cell polarity) qui sera décrite plus tard dans la section (1.6 PCP). 

L’ensemble de ces changements morphologiques dans la plaque neurale induit la formation 

des plis neuraux initiés avec la création, au niveau de deux sites, de points d'articulation: une 

paire de points dorsolatérales (charnières dorsolatérales) située latéralement sur les plis 

neuraux, principalement au niveau du futur cerveau et le point médian (charnière médiane) 

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

 Les signaux inducteurs (protéine Sonic hedgehog (Shh)) provenant de la notocorde 

sont nécessaires pour la formation du pli médian au niveau de la région spinale proximale 

(10). La signalisation par BMP est aussi fortement impliquée dans la régulation des 

changements morphologiques et la polarité cellulaire au niveau de l’épithélium du futur tube 

neural (11). 
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Figure 3. Diagramme représentatif du mécanisme morphogénétique d’extension convergente. 

Les cellules s’allongent sur l’axe médiolatéral, génèrent une protrusion et ensuite convergent 

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

 C’est au niveau spinal distal et crânien que les plis dorsolatérales prennent forme. 

L’équilibre existant entre la signalisation par Sonic hedgehog (Shh) et celle par Bmp2 assure 

le contrôle de l’extension axiale de ces plis. Cela a été bien documenté chez les souris (10). 

L’expression, par l’ectoderme dorsal, du Bmp2 amorce partout au niveau de l’axe 

antéropostérieur embryonnaire la transcription de Noggin. Bmp2 étant un inhibiteur de la 

formation des points d’articulation dorsolatérales, exprimé par l’ectoderme dorsal, stimule la 

transcription des Noggin à tous les niveaux de l’axe. Ces derniers, en possédant un effet rétro-

inhibiteur sur les Bmp2, favorisent la formation de ces plis (10, 12). 

 Contrairement au Bmp2, les Shh exprimés largement par la notocorde dans la région 

spinale proximale inhibent l’expression de Noggin et, de ce fait, répriment la formation des 

plis dorsolatéraux (13). Une fois que les différents points d’articulation sont en place, la 

plaque neurale pivote autour du point médian et, par convergence, autour des points 

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

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

fusion des plis neuraux restent largement inconnus. Les cellules des deux plis neuraux entrent 



 

23 

en contact sur la ligne médiane dorsale en s’approchant et se fusionnent en s’intercalant 

(Figure 1) (14). Il existe une succession d’événements bien documentée sur la fusion, y 

compris celle du neuroépithélium, de l’ectoderme de surface, de la séparation du 

neuroépithélium de l’ectoderme de surface et de la séparation de l’ectoderme fusionné du tube 

neural, de la différenciation et de la migration des cellules des crêtes neurales entre ces 

structures ainsi qu’un remodelage approfondi de la matrice extracellulaire (15). Le contact 

cellule-cellule est primordial pour initier la fermeture du tube neural. Durant le rapprochement 

des plis neuraux, des protrusions cellulaires prennent forme à partir des cellules apicales, ce 

qui permet la formation d’un contact cellulaire permanent (14)contrôlé pardes récepteurs 

activés par les protéases (Protease Activated Receptors - PAR) Par1 et Par2 et les récepteurs 

des tyrosines-kinase Eph.  

 La succession des évènements morphogénétiques de la fermeture du tube neural 

pendant la neurulation primaire a été bien étudiée chez la souris (Figure 4). Elle est entamée à 

la limite entre le rhombencéphale et la région cervicale au stade de six somites (point de 

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

 Le cerveau se referme à deux points : un localisé à la jonction du prosencéphale avec le 

mésencéphale (point de fermeture 2) et l’autre à l’extrémité rostrale du prosencéphale (point 

de fermeture 3). Par la suite, la fermeture entre les points d’initiation β et γ progresse autant du 

côté antérieur que postérieur afin de compléter la neurulation crânienne tandis qu’au niveau 

caudal la fermeture à partir du point 1 va se terminer par la fermeture du neuropore postérieur 

marquant ainsi que l’achèvement de la neurulation primaire (16) (Figure 4).  

 Un quatrième point de fermeture du tube neural a été identifié à l’extrémité postérieure 

(17) (1989 Y. Sakai). Il existe une variation de la location des différents points de fermeture 

d’une souche à l’autre (18). Un modèle de 5 points de fermeture a été proposé chez l’humain 

(19, 20) et confirmé plus tard par le groupe Seller(20).Au niveau du mésencéphale (point 1), 

prosencéphale (point 2), neuropore antérieur (point 3),  mésencéphale (point 4) et le neuropore 

postérieur (point 5) (figure 4). 
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Figure 4. Schéma des différents points d’initiation de fermeture du tube neural chez A) la 

souris et B) l’humain. 

1.2.1.2.  Neurulation secondaire 

 Directement après la fermeture du tube neurale, entre la 5eme et la 7eme semaine de 

développement embryonnaire chez l’humain, la neurulation secondaire commence. Cette 

étape, par opposition à la neurulation primaire, porte sur le développement de la partie 

terminale de la moelle épinière. La ligne primitive, avant sa disparition, produit une structure 

mésoblastique appelée éminence caudale. Cette structure canalisée est à l’origine de la partie 

caudale du tube neural ainsi que l’élongation de la moelle épinière. Pendant que le tube neural 

primaire achève sa fermeture, le tube neural secondaire se forme par invagination caudale de 

la plaque neurale. Cela va engendrer l’éminence caudale qui s’unit au canal neural après sa 

canalisation (21) (Figure 5). 

 C’est l’étape pendant laquelle le neuroectoderme et certaines cellules de l’endoderme 

donneront naissance à l’extrémité caudale, les cellules du mésenchyme. Ces derniers  vont 

former le cordon médullaire (substance blanche à l’intérieur de la moelle épinière) (4, β1). Il 

renfermera plus tard les faisceaux de neurones moteurs et sensitifs descendants et ascendants. 
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Le cordon initialement plein se creuse d'une lumière, s'unit au canal neural et sera finalement 

recouvert par le neuroépithélium (Figure 5). Cette canalisation marque la formation de la 

queue chez les mammifères (22). Bien que les neurulations primaire et secondaire aient une 

morphogénèse distincte, les deux se retrouvent sous le contrôle des mécanismes cellulaires et 

moléculaires similaires (21) 

 

Figure 5. Schéma représentatif des étapes de la neurulation secondaire. L’éminence caudale 

subit un processus de canalisation et se lie au canal neural engendrant le tube neural 

sacrocaudal. 

1.3.  Les Anomalies du tube neural (ATN) 

1.3.1.  Les différentes formes cliniques des ATN  

Tout événement anormal qui survient durant les différents processus de fermeture du 

tube neural est capable d’arrêter la différenciation cellulaire de celui-ci. Il existe une 

classification des ATN dépendamment si le tissu neural est exposé à l’extérieur (forme 

ouverte) ou s’il est recouvert par la peau (forme fermée). Il existe à ce jour plusieurs modèles 

de classification, mais le plus utilisé est celui proposé en 2003 par Rasmussen. Ce dernier tient 

compte du type de lésion anatomique (23).  

 

Éminence caudale 

Tube neural 
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1.3.1.1.  Les ATN ouvertes 

 Les formes cliniques ouvertes des ATN sont celles les plus fréquentes. Dépendamment 

de la région affectée au niveau du tube neural, on peut les subdiviser en deux principales 

formes : crâniale ou spinale.  

1.3.1.1.1.  Les ATN ouvertes crâniales 

 L’anencéphalie résulte d’un défaut de fermeture du tube neural crânial au niveau du 

point de fermeture 2 (Figure4). Cette déficience entraine l’acranie, qui est aussi appelée 

exencéphalie, car l’embryon affecté, s’il est avorté avant la naissance, serait retrouvé avec un 

encéphale à l’extérieur de la boîte crânienne (22). Étant donné que le tissu cérébral reste 

exposé au liquide amniotique plus longtemps, il sera dégradé à la naissance et par conséquent 

générera une anencéphalie (24). Les enfants nés avec cette malformation viennent au monde 

avec un cervelet, un tronc cérébral et une moelle épinière intacte, mais le crâne est incomplet 

et l’encéphale est absent (β5). Cette condition est léthale et les enfants atteints n’arrivent pas à 

survivre plus que quelques heures après l’accouchement (β6).   

 Le céphalocèle est un dommage sous forme d’une herniation au niveau du cerveau et 

des méninges provoquée par un défaut de la voûte crânienne. Le terme renferme plusieurs 

aspects d’anomalies à savoir l’encéphalocèle et la méningocèle crâniale. Ces lésions sont 

localisées au niveau occipital, pariétal ou antérieur de la tête et peuvent soit être visibles ou 

cachées avec la peau (27). 

 Le craniorachischisis est la forme la plus grave et relativement la plus rare des ATN. 

Elle se produit à la suite d’un échec de fermeture du tube neural sur toute sa longueur (26). 

Plus précisément, le défaut a lieu au niveau du point de fermeture 1 (Figure 4) qui entraînera la 

formation des plis neuraux normaux qui resteront éloignés les uns des autres, condamnant 

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

 Lamyéloméningocèle est la forme clinique la plus fréquente des ATN spinales 

douvertes. Elle est définie comme herniation des méninges, de la moelle épinière et/ou des 

nerfs hors de leur enveloppe osseuse naturelle. C’est le résultat d’une perturbation de la 

neurulation primaire associée à un défaut osseux de la colonne vertébrale (26, 29). Le côté 

dorsal du placode neural reste complètement exposé à l’extérieur. La gravité de cette anomalie 

dépend des dommages nerveux et de sa localisation. 

 Lamyélocèle a une fréquence plus rare que lamyéloméningocèle et se distingue  de 

celle-ci par la non-expansion des espaces sous-arachnoïdiens. Ce désordre affecte la bonne 

position de la placode neurale qui n’arrive pas à dépasser le tissu cutané, restant alors 

découverte. 

1.3.1.2.  Les ATN fermées 

 Distinctement aux ATN ouverts, les formes fermées possèdent un tissu neural 

recouvert par la peau. Leur classement en deux catégories est basé sur la présence ou non 

d’une masse sous-cutanée. Les formes avec cette masse comprennent les lipomyeloschisis, les 

lipomyéloméningocèles, les méningocèles et les myélocystocèles, alors que celles qui n’ont 

pas de masse sous-cutanée comprennent l’agénésie sacrée, le sinus dermique, les 

dysraphismes complexes (diastématomyélie) et la dysgénésie spinale segmentaire. 

1.3.1.2.1. ATN fermées avec une  masse sous-cutanée  

 Lelipomyeloschisis : Les lipomes sont des malformations qui se produisent pendant le 

déroulement de la neurulation primaire (γ0). Ils sont le résultat d’une disjonction focale du 

neuroectoderme et l’ectoderme. Cela va engendrer l’accès  du mésenchyme dans le tube neural 

et par la suite, la formation d’un dépôt de tissu adipeux. Dans le cas des lipomyeloschisis, le 

défaut se produit au niveau vertébral dorsal, plus souvent lombo-sacré couvert par un lipome 

sous-cutané accompagné avec une fissuration dorsale de la moelle épinière (31). 
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 Lalipomyéloméningocèle est une sorte delipomyeloschisis pendant laquelle la 

placode, l’arachnoïde, la dure-mère et la moelle subissent une herniation postérieure 

provoquée par leur expansion hors limite anatomique du canal central. Souvent, le lien 

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

 Laméningocèle, comme la myéloméningocèle, affecte la partie postérieure du tube 

neural par une protubérance des méninges et en présence du tissu nerveux à travers les os de la 

colonne vertébrale (22, 25). Cette anomalie est considérée mineure et majoritairement 

asymptomatique (22). 

 La myélocystocèle, très rarement rencontrée, décrit une formation de kystes causés par 

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

1.3.1.2.2.  ATN fermées sans masse sous-cutanée 

 Lesinus dermique est unpetit sillon bordé par l’épithélium partant de la surface de la 

peau et allant jusqu'à la colonne vertébrale. Il représente une sorte de communication entre les 

téguments et la dure-mère ou la moelle épinière et résulte d’un attachement anormal du tube 

neural au derme. Il se manifeste souvent dans la région cervicale, occipitale et thoracique (34), 

cependant, on peut le retrouver sur la ligne médiane à tous les niveaux de l’axe neural. (γ0). 

 Diastématomyélie ou (split cord malformation : SCM) est une malformation 

rachidienne rare qui se caractérise par la duplication, dans le plan sagittal, de la moelle 

épinière en deux hémimoelles. Ces dernières sont séparées par un éperon osseux ou médian 

fibreux. Il existe deux types de diastématomyélie dépendamment de l’emplacement des deux 

hémimoelles. Le type I où chacune d’elles se trouve dans un sac dural propre et le type II où 

elles sont placées dans un sac unique. Les SCM peuvent survenir de façon isolée ou s’associer 

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

 L’agénésie sacrée. Elle représente un groupe de malformations congénitales rares des 

segments inférieurs de la colonne vertébrale associé à des anomalies du rachis lombaire sus-

jacent, des paralysies des membres inférieurs, des troubles fonctionnels et des malformations 

urogénitales et anorectales (37). Elle désigne un arrêt partiel ou total du développement 
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du sacrumlors de la vie embryonnaire et une agénésie des vertèbres sacrées et coccygiennes 

avec un raccourcissement du fémur. Son étiologie est hétérogène et elle est particulièrement 

fréquente en cas de diabète maternel (37). 

 Ladysgénésie spinale segmentaire. La colonne vertébrale lombaire 

outhoracolombaire subit soit une agénésie ou une dysgénésie, accompagnée de défaut de 

développement touchant de la moelle et les racines des nerfs spinaux sous-jacents. Les patients 

souffrent de malformations congénitales des membres inférieurs ainsi que de certains cas de 

paraplégie ou paraparésie (38). 

1.3.2.  Diagnostic des ATN 

 Le diagnostic prénatal des ATN est rendu possible grâce au développement des tests de 

dépistage offerts aux femmes enceintes incluant l’échographie fœtale, l’amniocentèse et la 

détection des marqueurs sériques maternels.  

 L’échographie fœtale est une technique de dépistage qui fait appel aux ultrasons pour 

permettre de visualiser les tissus et les organes. L’examen peut être réalisé dès le premier 

trimestre, mais l’évaluation optimale de la morphologie fœtale n’est possible qu'au second 

trimestre et de préférence vers la 18ème semaine de gestation. 

 L'amniocentèse, ou le prélèvement de liquide amniotique, peut être réalisé vers la 

12ème semaine de gestation, mais elle est favorisée entre la 14ème et 16ème semaine. Avec cette 

technique, l'alpha-1 foetoprotéine sérique (AFP) ou l’acétylcholinestérase peuvent être 

détectables dans le liquide amniotique chez les femmes dont l’embryon présente une ATN 

ouverte (22). Ces deux marqueurs sont secrétés dans le liquide amniotique qui est en contact 

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

 Les marqueurs sériques maternels sont des protéines en circulation chez la femme 

enceinte et dont le dosage permet un dépistage efficace de certains types de pathologies 

fœtales en début de grossesse. L'efficacité de ce test est optimale s’il est jumelé simultanément 

à l’échographie fœtale. L'alpha-1 foeto protéine (AFP) représente 20% de ces protéines. Une 

hausse du niveau de l'AFP dans le liquide amniotique s’exprime par filtration dans le sérum 
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maternel et marque la présence d'une lésion d’ouverture du tube neural chez l’embryon (γ9). 

Aussi, l’homocystéine en augmentation peut être considérée comme un facteur associé aux 

ATN (41). 

1.3.3.  Étiologie 

 Les malformations du tube neural possèdent une étiologie complexe et multifactorielle 

impliquant à la fois des facteurs génétiques et environnementaux qui restent largement 

inconnus (42). 

1.3.3.1.  Facteurs environnementaux 

 L’acide folique (ou vitamine B9) représente le facteur environnemental le plus 

fortement associé aux ATN. Avec son effet protecteur, il permet de prévenir jusqu'à 70 % 

d’incidence d’ATN (4γ, 44). L’acide folique en forme active (dihydrofolique ou 

tétrahydrofolique) se comporte comme accepteur de radicaux méthyl de certains acides aminés 

(glycine, histidine et la serine) et donneur pour la synthèse de la thymine, les purines (adénine 

quanine) ainsi que la méthionine par l’intermédiaire de la vitamine B12. Ce processus, à travers 

son rôle dans la méthylation d’ADN, est primordial pour la régulation de l’expression d’ADN, 

de lipides et de protéines (43). Plusieurs études ont été menées concernant l'effet potentiel 

ainsi que la fonction de l'acide folique, mais les mécanismes exacts qui expliquent comment 

une carence en B9 peut causer des ATN restent inexpliqués (4). Des études extensives étaient 

conduites sur les différents gènes reliés à l’acide folique incluant ceux qui affectent son 

absorption, son transport ou son métabolisme et qui peuvent avoir un lien de causalité avec la 

pathogenèse des ATN. 

 La membrane placentaire contient des récepteurs spécifiques pour les folates et il a été 

démontré que jusqu'à 70 % des femmes dont l’enfant est affecté par les ATN produisent des 

anticorps capables de se lier aux récepteurs des folates et donc d’empêcher la liaison de ces 

derniers. Dans ce cas, la supplémentation  en acide folique pourrait avoir un effet bénéfique en 

augmentant son apport intracellulaire par d’autres voies alternatives ou tout simplement par 

compétition avec ces anticorps dans le but de restaurer l’état normal (45). Cependant, une 
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autre étude menée chez des patients irlandais n’avait identifié aucune association entre les 

ATN et la présence d’un anticorps qui bloquerait la liaison des folates à leurs récepteurs (46). 

Une autre étude s’est penchée sur le rôle des antagonistes des folates et leur effet tératogène 

dans les ATN. Le fumonisin (agent antifongique) et la carbamazepine (médicament 

anticonvulsivant) réduisent l’apport intracellulaire en acide folique tandis que la carence en 

vitamine B1β ainsi que l’antibiotique trimethoprim préviennent son métabolisme (1γ, 47). En 

parallèle, un autre groupe a étudié le rôle de l’homocystéine dans le développement des ATN 

et a réussi à démontrer que la dérégulation du cycle de l’homocystéine représente un facteur 

de risque pour développer une ATN (48). 

 Un groupe de recherche a testé l’effet de la prise de la vitamine l’inositol sur 

l’incidence des ATN chez  les souris curly tail qui représentent un modèle résistant à l’acide 

folique. Ils ont trouvé que la myo-inositol est capable de réduire de façon significative cette 

incidence chez ces souris et ils ont conclu qu’une possible supplémentation en inositol 

combinée à l’acide folique pouvait empêcher la grande majorité des ATN humaines (13, 49). 

Il faut mentionner, principalement au niveau de la région caudale du tube neural, que le rôle de 

l’inositol est de stimuler le cycle des lipides via la protéine kinase C (PKC) et de  modifier 

l’expression du récepteur de l’acide rétinoïque (AR). L’implication de l’AR dans les ATN a 

été vérifiée par une étude chez les mêmes souris mutantes et a démontrée l’effet préventif de 

cet acide (50, 51). 

 D’autres éléments environnementaux comme l’acide valporique, l’obésité maternelle, 

la cigarette et l’alcool ont été impliqués dans l’étiologie des ATN (4β, 5γ-55). Chez les 

embryons de poulet,il a été prouvé que l’effet tératogène de l’acide valporique (AVP) ou 

(vitamine A) dans les ATN peut être contré par l’acide folique (5β). Aussi, un trouble dans la 

régulation de la glycémie durant la grossesse ainsi qu’une hyperglycémie mal contrôlée de la 

mère souffrant de diabète, peuvent être à l’origine d’un risque plus élevé d’ATN (1γ). Cette 

augmentation du risque est causée par une grande mortalité cellulaire au niveau du 

neuroépithélium (283, 284). 
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1.3.3.2.  Facteurs génétiques 

 Les arguments en faveur de l’existence d’un lien avec la base génétique augmentant le 

risque d’ATN ont été largement documentés. La présence d’une composante génétique dans 

l’origine de ces anomalies congénitales est fortement appuyée par leur association à des 

anomalies chromosomiques les plus répandues comme l’aneuploïdie et les trisomies 1γ et 18 

et leur présence dans de nombreux syndromes génétiques incluant Meckel-Gruber, Currario, 

Bardet-Biedl, Von Voss cherstvoy et la sténose anale (28). Le risque de développer une ATN 

pour une deuxième grossesse des mêmes parents est significativement plus élevé de 2 à 5 %, 

soit de 10 à 50 fois plus élevé comparativement à la population en général (4, 18). Dans ces 

cas familiaux, les probabilités d’un composant génétique fort sont grandes (56). Une étude 

effectuée sur un groupe de famille a rapporté une distribution des ATN avec une antécédence 

familiale de près de 8.5 %. Dans cette répartition, peu de cas d’affection directe parent/enfants 

étaient rapportés, contrairement aux générations des grands-parents/enfants ou les arrières 

grands-parents/parents qui présentent des ATN (18). L’héritabilité multigénique des ATN est 

estimée à 60 % et implique plusieurs facteurs génétiques. L’identité, le nombre et la 

contribution de ces gènes restent toujours inconnus (57). Les études impliquant la génétique 

des ATN humaines se sont penchées sur  les gènes de la voie métabolique des folates et les 

gènes candidats identifiés chez des souris modèles des ATN. 

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

 Le taux élevé d'homocystéine dans le sang suite au polymorphisme c.677C>Trépertorié 

dans le gène 5,10-méthylène-tétrahydrofolate réductases (MTHFR) est associé à des 

malformations du tube neural (58, 59). MTHFR est considéré comme cofacteur de risque pour 

les ATN (60) étant donné son rôle de régulateur des niveaux de folates qui servent à méthyler 

l’homocystéine (β70). En effet, dans le cycle de l’acide folique, la présence de flavine adénine 

dinucléotide (FAD) et de MTHFR catalysent la conversion du 5, 10-méthylènetétrahydrofolate 

en 5-méthyltétrahydrofolate (5-MeTHF). À part son rôle en tant que substrat de la MTHFR, le 

5,10-méthylèneTHF joue également un rôle dans la synthèse du thymidylate et des purines par 
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conversion de 5,10-méthylèneTHF en 5,10-méthénylTHF et 10 formylTHF. La perte de 

l’unité monocarbone convertit ces folates substitués en THF, qui est finalement recyclé en 

5,10-méthylèneTHF par la conversion de la sérine en glycine par la sérine 

hydroxyméthyltransférase (SHMT). Ceci explique l’effet régulateur qu’exercent la MTHFR et 

la méthionine synthase (MTR) pour diriger les folates réduits vers la reméthylation de 

l’homocystéine (Hcy) en méthionine ou vers une synthèse d’ADN et d’ARN (β70). 

 Bien que que la souris mutante knockout pour Mthfr développe un taux élevé 

d’homocystéine, elle n’a pas développé d’ATN même en condition de manque d’acide folique 

(62). Une autre mutation perte de fonction, c.1298A>C dans le gène MTHFR a été associée à 

un risque plus élevé pour les ATN (61). Deux autres SNPs trouvés dans des gènes reliés à 

l’acide folique ont été susceptibles d’être associés aux ATN, incluant la mutation c.β756A>G 

un dans le gène METHIONINE SYNTHASE dont le rôle est de catalyser la réaction de transfert 

vers l’homocystéine du groupement méthyle du 5-MeTHF, générant ainsi le THF, la 

méthionine (63) et la mutation  c.66A>G dans le gène METHIONINE SYNTHETASE 

REDUCTASE (64) impliqué, dépendamment de NADPH, dans l’activation de la méthionine 

synthase. Des études respectives sur des souris transgéniques knockout (total ou partiel) sur 

ces deux gènes n’ont pas permis de démontrer une association aux ATN (66, 67). 

Une étude récente effectuée sur une cohorte de 180 patients et 190 contrôles, visant 50 gènes 

en liaison avec le métabolisme des folates, a démontré une forte association entre les gènes 

Culbilin (CUBN) et tRNA Aspartic Acid Methyltransferase 1 (TRDMT1) et un faible risque 

de spina bifida. Cet effet protecteur a été relié à un niveau élevé de vitamine B12 et de 

folates des globules rouges. Aucune mutation faux-sens ou perte de fonction n’a été identifiée 

(65). D’autres études sont nécessaires pour mieux définir la nature et l’ampleur de l’interaction 

entre les variantes des gènes du cycle des folates et les facteurs nutritifs dans la modulation de 

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

1.3.3.2.2.  Gènes identifiés chez des souris modèles 
des ATN 

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

banque de données de plus de 240 souris mutantes qui présentent des phénotypes d’ATN a été 
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générée à la suite de plusieurs études d’importance remarquable afind’aboutir vers une 

meilleure compréhension de ces malformations congénitales (68). De plus, les phénotypes de 

ces animaux modèles couvrent pratiquement toutes les principales formes d’ATN chez 

l’humain incluant la craniorachischisis, l’anencéphalie et la spina bifida aperta (ou 

myelomeningocèle) (13). Cette richesse de résultats procurés des modèles murins a mené à 

l’identification des différents facteurs qui influencent le développement du tube neural. Du 

côté des protéines identifiées, avec un rôle dans les ATN, figurent celles de la transduction du 

signal (Kinases Jun et la Kinase C riche), des protéines du cytosquelette (Palladin, Shroom, 

Mena et Vinculin), des protéines de la différenciation neuronale (Paired box 3 et 

Neurofibromine 1), des protéines avec un rôle dans l’apoptose (les Kinases IκB 1 et 2 et B cell 

lymphoma/leukemia-10), des protéines du cycle cellulaire (régulateur de l’Actine 4 et 

Phosphatase) et des protéines d’interactions surface cellulaire/matrice extracellulaire 

(Laminin) (13, 69-72). Du côté des voies de signalisation impliquées dans les ATN chez la 

souris, on trouve celle de Sonic hedgehod (Shh), Notch, les protéines morphogénétiques 

osseuses (Bmp) et la voie de la polarité planaire cellulaire (PCP, voie non canonique du 

Frizzled/Dishevelled) (74, 75). Cette dernière sera présentée plus en détail dans les sections 

1.5.4 et  1.6. 

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

 La grande similarité qui existe entre le génome de la souris et de l’humain ainsi que les 

différents processus de neurulation chez ces deux organismes ont permis d’identifier, chez 

l’humain, le rôle important des gènes homologues et/ou orthologues de ceux déjà identifiés 

préalablement chez certaines souris mutantes en lien avec les ATN (311). La liste dans le 

Tableau 1 résume ces gènes candidats dérivés des études chez les animaux modèles et qui 

étaient associés avec les ATN humaines. 

Gènes Résumé des résultats Références 
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PAX : un facteur de 

transcription impliqué dans la 

spécification des structures 

dérivées de la crête neurale. 

PAX-1 : identification d’une mutation 

faux-sens et une association 

significative avec un marqueur 

flanquant. 

(291, 292) 

PAX-3 : identification d’une délétion 

de 5-pb conduisant a un changement 

de cadre de lecture et un haplotype 

associé à un risque élevé d’ATN. 

(293, 294) 

PAX-7 : une association significative 

avec un marqueur intronique. 

(292) 

PAX-8 : une association significative 

avec un marqueur intronique. 

(292) 

NCAM1 : une molécule 

d’adhésion des cellules 

neuronales impliquées dans la 

fusion du tube neural. 

Une association significative avec un 

SNP intronique. 

(290) 

MSX2 : un facteur de 

transcription induit par l’acide 

rétinoïque durant la 

neurulation.  

Identification d’une délétion d’un 

exon. 

(289) 

PDGFRA : un récepteur alpha 

pour le facteur de croissance 

dérivé des plaquettes, un 

mitogène puissant impliqué 

dans la morphologie et la 

Des combinaisons spécifiques 

d’haplotypes promoteursavec des 

preuves qui appuient une éventuelle 

association 

(295-297) 
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migration cellulaire.  

ALDH1A2 : aldéhyde 

déshydrogénase requis pour la 

synthèse de l’acide rétinoïque 

durant la structuration du tube 

neural 

Une association significative avec trois 

SNPs. 

(287) 

CYP26A1 : un enzyme de  

cytochrome, P450, impliquée 

dans le métabolisme de l'acide 

rétinoïque au cours de la 

structuration du tube neural 

Identification d’une mutation qui 

cause un décalage de cadre de lecture. 

(287, 288) 

PRKACA : une sous-unité 

catalytique de la protéine 

kinase A, régulatrice de la 

signalisation SHH. 

Identification d’une mutation faux-

sens 

(298) 

SLUG : facteur de 

transcription impliqué dans la 

dorsalisation du tube neural. 

Identification d’une mutation faux-

sens dans un cas affecté dont le père et 

non-affecté. 

(299) 

ZIC2 : facteur de transcription 

régulateur de l’activité de 

SHH.  

Identification une délétion d’un acide 

aminé (alanine) 

(304) 

Tbox (Brachyury): facteur de 

transcription essentiel pour la 

formation du mésoderme et le 

développement axial. 

Identification d’une mutation dans 

l’intron 7 et des évidences pour une 

association. 

(300, 301) 
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VANGL1 : gène de la voie PCP 

qui est impliqué dans la 

médiation de CE. 

Identification de trois rares et 

nouvelles mutations faux-sens incluant 

une qui affecte l’interaction avec un 

autre membre de la voie PCP (DVL), 

5 autres faux-sens mutations 

identifiées dans une autre étude. 

(302, 303, 306) 

VANGL2 : gène de la voie PCP 

impliqué dans la CE 

Identification de 6 nouvelles et rares 

mutations faux-sens dans une cohorte 

de patients ATN. 

(305) 

CELSR1 : gène de la voie PCP 

impliqué dans la CE 

Identification d’une mutation 

tronquante et une délétion et 13 

mutations faux sens dans une cohorte 

de patients ATN. 

(306) 

SCRIB : gène de la voie PCP 

impliqué dans la CE 

Identification de 2 mutations faux-

sens, une des deux influence la 

localisation cellulaire de SCRIB 

(242) 

PRICKLE1 : gène de la voie 

PCP impliqué dans la CE 

Identification de 7 nouvelles et rares 

mutations faux-sens dans une cohorte 

de patients ATN. 

(308) 

FZ6 : récepteur a 7 domaines 

transmembranaires pour la 

signalisation Wnt, active la 

PKC. 

5 nouvelles mutations rares causant 

un changement de cadre de lecture, 

trois mutations faux-sens ont été 

identifiées dans FZ6 chez des patients 

atteints d’ATN 

(309) 
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FUZZY : gène de la voie PCP 

impliqué dans ciliogenése et le 

mouvement directionnel des 

cellules. 

5 mutations pathogéniques ont été 

identifiées dans une cohorte de 

patients ATN. Ces mutations 

perturbent la ciliogenése et 

l’orientation des cils chez mus 

musculus 

(310) 

Tableau 1 : Résume ces gènes candidats dérivés des études chez les animaux modèles et qui 

étaient associés avec les ATN humaines. 

Malgré ces études extensives des gènes candidats dérivés de la souris modèle jusqu'à 

présent aucun gène majeur prédisposant aux ATN n’a été identifié. 

1.4.  Voies de signalisation Wnt 

 Les gènes wingless ont été associés dès le début à leurs rôles dans 

la morphogenèse chez la mouche Drosophila melanogaster. Le nom de cette famille est 

contracté de la combinaison des termes « wingless » (Wg) qui estle gène responsable de 

l’apparition des ailes chez la drosophile et son homologue chez les vertébrés « integrated» 

(76). Une fois liés à leur récepteur membranaire commun, Frizzled (Fz), les différents ligands 

Wnt déclenchent diverses cascades de réponses intracellulaires. Au moins trois principales 

voies de signalisation liées au Wnt/Fz ont été identifiées au cours des dernières années : la 

voie canonique dépendante de la ȕ-caténine, la voie non canonique menant à la libération du 

calcium intracellulaire et la voie non canonique de la polarité planaire cellulaire (PCP). 

1.4.1.  Les ligands Wnt 

 Wnt est une famille de facteurs de croissance hautement conservés, qui réunit 

d’importantes glycoprotéines sécrétées et riches en cystéines d'environ 350 acides aminés. Elle 

chapeaute le développement de tissus multicellulaires et coordonne ainsi le modelage des 

organes chez les vertébrés (77). Les Wnt, en plus de contrôler la destinée des cellules souches 
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au sein de plusieurs tissus, peuvent aussi jouer un rôle régénérateur dans les cellules adultes 

(78, 79). Une dérégulation des processus de la signalisation Wnt cause des maladies humaines 

telles que les anomalies osseuses, la malformation des membres et le cancer (80). Chez les 

mammifères, la famille Wnt  regroupe 19 gènes codants pour différents ligands WNT (81) 

d’environ 40 kDa de poids moléculaire (8β).  

 Les différents Wnt possèdent des profils d’expression divers et uniques et assurent des 

fonctions variables au cours du développement (8γ, 84). Par l’action des protéines wntless 

(wls) et evenness interrupted (evi), et après avoir été palmitoylées par Porcupine dans le 

réticulum endoplasmique, ces lipidessont sécrétés dans la matrice extracellulaire (85, 86). 

Chez les mammifères, il a été démontré que les protéines Wnt peuvent également agir  en tant 

que morphogène durant le processus de la gastrulation (87). La majorité des gènes Wnt étaient 

inactivés par des stratégies de ciblage chez la souris causant des phénotypes 

développementaux plus ou moins sévères et qui touchent principalement l’axe antéro-

postérieur, les systèmes urogénitaux et le développement du cerveau (88, 89). Il n’est pas 

étonnant d’observer des redondances fonctionnelles vu le nombre élevé des gènes Wnt. Par 

exemple, la mutation nulle double de Wnt1 et Wnt3a, co-exprimée dans le tube neural dorsal 

en développement, entraîne des défauts importants au niveau de la crête neurale. Ces 

phénotypes incluent une réduction de la formation des cellules de la crête neurale qui 

proviennent du tube neural dorsal, un déficit marqué des dérivés de la crête neurale à la fois 

dans le rhombencéphale et la moelle épinière, et une réduction prononcée des précurseurs de 

neurones dorso-latérales dans le tube neural lui-même. Ces phénotypes étaient absents chez les 

mutants simples (90). 

1.4.2.  La voie canonique Wnt/Fz 

 La signalisation par la voie canonique Wnt/Fz contrôle divers processus 

morphogénétiques cruciaux pour les étapes de prolifération et de différenciation cellulaire, 

spécification des axes embryonnaires et est aussi impliqués dans différentes pathologies 

humaines, notamment dans les cancers. Dans cette voie, l’élément déterminant est le facteur 

de transcription ȕ-caténine. En absence du signal Wnt, la ȕ-caténine/Armadillo cytoplasmique 
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se retrouve rapidement dégradée par un complexe de destruction formé d’axine/Conductin, 

l’Adenomatous Poliposis Coli (APC) et du glycogène-synthase-kinase 3ȕ (GSK3ȕ). Ce 

dernier va d’abord se lier à la ȕ-caténine, la phosphoryler en vue de son ubiquitination par le 

complexe SCF (Skp, Cullin, F-box containing complex) et sa dégradation dans le protéasome 

(97). Le niveau cytoplasmique et nucléaire bas de ȕ-caténine réprime, par une action de 

corépression sur les facteurs de transcription Lef/Tcf, les gènes cibles de la voie canonique 

Wnt/Fz (93) (Figure 6). La liaison directe des Wnt à un domaine CRD riche en cystéine de la 

protéine Frizled(Fz) (91, 92) et son corécepteur low-density-lipoprotein-related protein 

(Lrp5/6) déclenche la transduction du signal en induisant l’activation par phosphorylation de 

la protéine Dishevelled (Dsh) et celle de Lrp6 qui, une fois phosphorylée, recrute l’axine. 

L’interaction Lrp6-axine ainsi que la phosphorylation de Dsh et son recrutement à la 

membrane contribuent à la stabilisation de la ȕ-caténine cytosolique. Cela, en inhibant la 

formation du complexe (APC-Axin-glycogen synthase kinase 3ȕ (GSK3 ȕ)) par la dégradation 

consécutive de l’axine et l’inhibition de la GSKγȕ (93). La ȕ-caténine accumulée est donc 

transloquée dans le noyau et interagit avec des facteurs de transcription de la famille Lef/TcfF 

(Lymphoid Enhancer-binding Factor/T-cell factor) pour activer l’expression de divers gènes 

cibles (94-96) (Figure 6). 
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Figure 6. Diagramme représentatif du mécanisme de la voie de signalisation canonique 

(Wnt/ȕ-caténine). A) En absence de Wnt, la voie est inactive, un complexe protéique se forme 

et phosphoryle la ȕ-caténine dans le but de la dégrader ensuite par protéasome, par conséquent 

les gènes cibles ne seront pas transcrits. B) Une foisque le ligand Wnt est lié, le complexe 

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

Connaissant que l’implication de la voie de signalisation Wnt/ȕ-caténine touche de 

nombreux mécanismes importants, un dérèglement de celle-ci peut générer des maladies de 

gravités variables. En fait, une mutation dans le gène APC cause, par une sur-activation de la 

voie canonique, des cas sporadiques du cancer du colon (98). Également, des cas de patients 

avec un transgène oncogénique de la ȕ-caténine manifestent une tumeur des follicules des 

cheveux (99). Récemment, une étude a démontré qu’une dérégulation dans la voie canonique 

peut être associée à la leucémie sans l’identification d’une mutation de cette voie en liaison 

avec cette maladie (100). La régénération osseuse dépend largement des ostéoblastes. Ces 
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derniers présentent des défauts chez des patients avec des mutations de gains de fonction de 

LRP5. Cet effet sur le système osseux a été confirmé chez un modèle de souris knockout pour 

Lrp5 qui développeune diminution de la prolifération et de la maturation des os (101). Les 

souris mutantes knockout pour Tcf4 montrent une absence des cryptes qui sontdes glandes 

exocrines qui font partie de l’intestin et qui sont nécessaires pour la sécrétion d’enzymes 

(102). Le même phénotype a été observé chez des souris où le Dkk1 est inhibé (103). 

1.4.2.1. Les récepteurs Frizzled et corécepteurs Lrp5 et 
Lrp6 

 Le récepteur commun pour les différentes voies de signalisation Wnt est Frizzled (Fz). 

Chez l’homme, 10 protéines FRIZZLED (FZ) ont été identifiées (FZ1 à FZ10) (104). Les FZ 

sont des récepteurs à sept domaines transmembranaires de la famille des GPCR (G-Protein-

Coupled Receptors). Leurs interactions avec les ligands se font à travers leurs parties N-

terminales extracellulaires riches en cystéine, CRD (Cysteine Rich Domain). Des mutations 

chez Fz se présentent sous divers phénotypes, y compris certains défauts du système nerveux 

central incluant des défauts axonaux au niveau du prosencéphale, un dysfonctionnement 

progressive du cervelet et du système auditif, des défauts dans l’hippocampe et l’apprentissage 

visuel-spatiale. (112). Les corécepteurs Lrp5 et Lrp6, qui font partie de la superfamille des « 

Low-density-lipoprotein receptor-related proteins », sont d’une importance centrale dans la 

transduction du signal Wnt. Avec un seul domaine transmembranaire et des propriétés 

biochimiques très similaires, ces protéines sont dans la plupart du temps coexprimées au cours 

la vie (113). Lrp5 et Lrp6 seront discutés en détail dans la Section 1.7.  

1.4.2.2. Les modulateurs  la voie canonique Wnt/Fz 

 Plusieurs  membres régulateurs de la signalisation canonique Wnt/Fz ont été identifiés. 

Des modulateurs, comme Ryk, sont des récepteurs pour le Wnt et tyrosine kinase (Rtk), à un 

seul domaine transmembranaire. Également, Ror2 qui est une autre Rtk qui actionne la liaison 

des Wnt avec le domaine CRD de Fz (91, 104). Les trobospondines(R-spondin) sont capables 

de se lier directement avec les régions extracellulaires de Fz8 et Lrp6 pour activer la voie de 

signalisation Wnt/ȕ-caténine (106). Les Sost sont des protéines antagonistes de la voie 
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canonique qui se lient au Lrp5/6 (107). La protéine transmembranaire Kremen (Km) permet de 

lier Dkk1 (108) qui est un inhibiteur direct de la voie de signalisation canonique (109). Norrin 

est un autre activateur de la voie par son interaction avec Fz4 et Lrp5 (110) et finalement les 

protéines Sfrp (secreted Frizzled-related Proteins) figurent aussi parmi ceux qui inhibent la 

voie canonique en liant le domaine CRD de Fz (111). 

1.4.3.  La voie non-canonique Wnt/Calcium 

 Les ligands Wnt peuvent influencer la variation du calcium intracellulaire à travers la 

voie Wnt/Calcium quiest considérée comme une voie alternative de la signalisation Wnt/Fz 

(figure 7). Cette voie a été essentiellement décrite via le récepteur Rfz2 (rat) et Xwnt5A 

(xénope). Ces deux protéines, une fois exprimées dans des embryons de poisson zébré, 

accroissent la libération du calcium par l’intermédiaire des phosphatidylinositols (114). Aussi, 

ce relargage de calcium semble nécessiter l’expression parallèle du gène Dvl ainsi que 

l’activité des sous-unités α et ȕȖ des protéines G. La voie des phosphatidylinositols est sous le 

contrôle de la phospholipase C (PLC) qui est décisive pour le fonctionnement de la voie 

Wnt/Ca++. En effet, ce dernier dégrade le phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PinsP2) en 

diacylglycérol (DAG). Lors de sa liaison sur le récepteur du réticulum endoplasmique, l’InsPγ 

amorce la libération du calcium au niveau du cytoplasme. Dépendamment du taux de calcium 

libéré dans la cellule, le DAG va activer la PKC (115, 116) qui va, par la suite, agir sur le 

cytosquelette. En effet, une étude a démontré que le complexe cdc42/Par6/PKC permet la 

réorganisation du cytosquelette des microtubules en collaboration avec la voie canonique 

(β71). L’augmentation calcique active également la CAMKII (Ca++/Calmodulin dependent 

protein kinase II) et la calmoduline (117-119). En aval, la voie Wnt/Ca++ va essentiellement 

activer, par phosphorylation à la calcineurine, le facteur de transcription NF-AT (Nuclear 

factor of activated t-cells) (120) qui est impliqué dans la réponse immunitaire. Il permet, entre 

autre, l’expression d'interleukine β induisant ainsi la réponse immunitaire cellulaire ou la 

Lipocaline 2 pour moduler la migration cellulaire, le faire entrerdans le noyau et accroitre son 

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

La voie Wnt/Ca2+ implique plusieurs protéines sensibles au taux de calcium intracellulaire. 

Le calcium est libéré à partir du réticulum endoplasmique grâce à l’inositol triphosphate. 

Finalement, le facteur de transcription NFAT est activé, entraînant l’expression de gènes 

cibles. En parallèle, la protéine kinase C peut aussi être activée, agissant au niveau du 

cytosquelette. 

1.4.4.  La voie non-canonique  du Fz/Dvl  

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

(PCP). Cette dernière représente la polarité cellulaire dans le plan d’un épithélium, par 
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comparaison à une polarisation selon un axe apicobasal dans chaque cellule. Cette voie a été 

étudiée en détail pour la première fois chez la drosophile où elle contrôle l’orientation 

uniforme de certaines structures comme celles des ommatidies, des soies abdominales et des 

poils des ailes adultes.  

Un groupe de gènes centraux de la voie PCP a été identifié incluant : van 

gogh/strabismus (vang/stbm), frizzled (fz), dishevelled (dsh chez la drosophile, Dvl chez les 

vertébrés), starry night/flamingo (stan/fmi), prickle (pk) et diego (dg) (Figure 9). 

L’établissement ainsi que la propagation des signaux polarisant dans les tissus nécessitent des 

interactions bien définies entre ces protéines dans le but de former des complexes multi-

protéiques. Ces derniers sont distribués, au niveau sous-cellulaire, d’une façon complexe et 

bien précise afin d’assurer une polarité planaire cellulaire adéquate. La signalisation PCP est 

amorcée par la liaison du ligand Wnt sur le récepteur Fz à 7 domaines transmembranaires. 

Celui-ci possède une distribution membranaire asymétrique plus concentrée au niveau apical 

des interfaces proximo-distales cellulaires. Cette asymétrie dépend étroitement de l’activité de 

Dsh, Vang/Stbm, Stan/Fmi et Pk (233). Fz recrute Dsh à la membrane cellulaire de manière a 

créer une distribution asymétrique particulière. Il est concentré à la membrane distale et est en 

faible concentration sur la membrane antéro-postérieure et dans le cytoplasme (312, 313). La 

protéine membranaire Stbm est localisée du côté proximal, dans la partie des jonctions 

adhérentes des cellules de l’aile nymphale chez la drosophile. Il a été démontré que Stbm est 

capable d’interagir directement avec Dsh, Dgo et Pk (γ15). Cette interaction permet de 

recruter Pk à la membrane proximale (315). Celui-ci interagit également avec Dsh et Dgo 

(316). De sont côté, Dgo, qui est une protéine à domaines d’ankyrine, interagit directement 

avec Pk et Stbm. Elle est impliquée, avec ces deux protéines, dans le maintien d’une 

distribution apicale de Fmi, qui contrôle et assure le maintien, au niveau membranaire, du 

complexe initial des protéines de la PCP. Cela facilitera leurs interactions ultérieures dans la 

signalisation (317). En effet, Fmi, qui est unrécepteur à sept domaines transmembranaires, fait 

partie de la superfamille des cadhérines et est localisé en grande partie du coté proximal et 

distal des cellules. Cette distribution est altérée à la suite de l’absence ou du 

disfonctionnement de Fz ou Dsh (314). Fmi est responsable du positionnement apical de Fz 

(233). Dgo et Fmi sont distribuées de façon semblable et Fmi est nécessaire pour cette 
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distribution (γ18). L’ensemble des interactions sont schématisés dans la Figure 8. Le résultat 

de ces différentes interactions est la création d’une asymétrie moléculaire qui détermine un 

alignement cellulaire avoisinant (319). Fmi, Fz, Dsh et Dgo se regroupent du côté distal de la 

cellule parallèlement avec un autre groupe formé de Fmi, Vang et Pk au niveau proximal. Les 

deux regroupements communiquent entre eux à travers Vang, qui est proximale par rapport 

aux cellules avoisinantes (γβ0). D’autres travaux ont suggéré que c’est le positionnement de 

Fmi aux deux pôles cellulaires qui lui permet de former des liaisons homophiliques et de 

réguler l’asymétrie cellulaire des complexes multiprotéiques (321). Des résultats appuient 

l’idée que ces deux modèles d’interaction fonctionnent en parallèle pour la transduction du 

signal de polarité entre les cellules. 

 

Figure 8. Schéma représentatif desprotéines centrales de la voie de signalisation PCP ainsi 

que les diverses interactions qui s’y établissent. 

Même si la voie non-canonique est encore mal étudiée, les molécules impliquées dans 

ses mécanismes sont restés bien conservées au cours de l’évolution. Cette conservation touche 

donc les protéines et leurs mécanismes, qui régulent cette polarité planaire cellulaire, 

essentiellement dans le casdu récepteur Frizzled (Fz). Cela a été démontré par de nombreuses 

études chez les vertébrés et chez la drosophile. L’identification de l’ensemble des régulateurs 
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de la voie PCP n’est certainement pas complétée, par contre, leurs buts communs sont 

l’administration et la finalisation du cytosquelette d’actine et de tubuline. Les molécules qui 

régissent la PCP sont polarisées et régulièrement localisées du côté apical des cellules 

épithéliales, au niveau des jonctions adhérentes. Ce qui leur permet d’être en colocalisation 

avec les différentes protéines de la polarité apico-basale. Cela implique une possible 

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

 L’activation de la voie non-canonique ne nécessite pas la présence du co-récepteur 

Lrp5/6 et ne dépend pas de la ȕ-caténine. Elle est instaurée par l’interaction directe de Wnt/Fz 

qui permet le recrutement de DVL sur lequel se lie la protéine adaptatrice Daam1 

(Dishevelled-associated activator of morphogenesis) (123), qui se retrouve par la suite, 

structurellement modifiée et activée (124, 125). Ce complexe, une fois formé, lie la protéine 

GTPase RHO-A, qui joue un rôle central dans la régulation du cytosquelette et de l’expression 

des gènes. Cette dernière peut se présenter sous deux différentes formes, soit active en se liant 

au GTP ou inactive en se liant au GDP (126, 127). Le complexe Dvl/Daam1 active donc RhoA 

viale recrutement d’un facteur d’échange de guanine, le Wgef (Weak similarity guanine 

nucleotide exchange factor). La forme active de RhoA (Rho-GTP) va stimuler la kinase Rock1 

(Rho-associated coiled-coil-containing protein kinase) qui va déclencher la phosphorylation de 

la kinase LIM. Celle-ci va aussi phosphoryler et inactiver la cofiline dont la caractéristique est 

la dépolymérisation de l’actine (1β8). Cette succession d’événements permet à la voie 

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

 La cascade de la JNK (c-Jun NH2-terminal kinase), une deuxième dans la voie de 

signalisation PCP, aussi appelée Sapk1 (Stress-activated protein kinase), peut également être 

activée par Dvl. JNK est une sérine-thréonine kinase qui appartient à la famille des Mapk 

(Mitogen activated protein kinases). L’activation directe (1β9), ou par l’intermédiaire de la 

GTPase Rac (130) de la JNK, permet à celle-ci de phosphoryler et de stimuler directement les 

facteurs de transcription c-Jun et Atf2 (131). Ces événements agissent sur la régulation de la 

stabilité des microtubules, touchant ainsi le cytosquelette (132). Aussi et de façon dépendante 

de Dvl et de Rac, l’interaction Wnt5A/Rorβ peut également activer la JNK(133) (figure 9). 
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Figure 9. Diagramme du mécanisme de la voie de signalisation de la polarité planaire 

cellulaire (PCP). La voie PCP possède deux branches principales : la cascade JNK et la 

cascade des protéines Rho. La première induit l’expression de gènes via le facteur de 

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

 La signalisation de la voie non-canonique (PCP) régule plusieurs processus cellulaires 

nécessaires pour le bon développement embryonnaire chez les vertébrés, notamment 

l’extension convergence durant la gastrulation et la neurulation, l’orientation des cils dans 

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

Bien que les principales molécules qui sont impliquées dans la signalisation PCP soient 

très bien conservés à travers l’évolution, que ce soit de la drosophile jusqu’aux mammifères 

(329), il existe certains gènes chez les vertébrés faisant partie de la voie PCP et qui n’ont pas 

d’orthologues chez la drosophile (330). Ces gènes incluent Scribble1, protéine tyrosine kinase 

7 (PTK7) et Sec24b ainsi que les gènes Wnt (155). Scribble1 est impliqué dans la polarité 

apico-basale de différents tissus comme l’épithélium intestinal (γγ1). Ptk7 code pour une 

tyrosine kinase inactive, PTK7, qui active la voie non-canonique et en même temps, inhibe la 

voie Wnt/canonique. Elle est impliquée dans plusieurs processus comme l'adhésion, la polarité 

et la migration cellulaire ainsi que dans la prolifération, la réorganisation du cytosquelette 

d'actine et dans l'apoptose (328). Sec24b code pour une protéine composante de « coat protein 

II » (COPII) qui interagit génétiquement avec les gènes de la voie PCP et qui intervient dans le 

transport des protéines du réticulum endoplasmique vers la membrane (174). Les ligands Wnt 

seront abordés en détail dans la section 1.5.1 

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

 Chez les vertébrés, la voie PCP autorise et régit le mouvement de convergence 

extension (1ββ). Ce mouvement est requis pour l’étape de la gastrulation, durant laquelle un 

troisième feuillet, le mésoderme, prend forme, migre et s’insère entre l’ectoderme et 

l’endoderme et est nécessaire pour la formation du tube neural tel que déjà décrit dans la 

Section précédente 1.3.1  
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 Les bords latéraux forment les bourrelets neuraux qui se soulèvent en produisant une 

courbure de la plaque neurale.Ilsse fusionnent  et se propagent vers les régions antérieures et 

postérieures de la neurula. Le tube neural va donc se fermer progressivement et se différentier. 

Il a été démontré que le dynamisme du fusionnement des plis neuraux devient d’avantage 

difficile avec une plaque neurale plus large que d’habitude causant ainsi un échec de fermeture 

du tube neural (13). La souris looptail  (Lp) a été le premier modèle à impliquer le phénomène 

d’extension convergence et la voie PCP dans la pathogenèse des ATN (141, 142). En effet, les 

souris Lp hétérozygotes présentent une queue en forme de boucle (loop tail), tandis que les 

homozygotes souffrent de la craniorachischisis ou encore le tube neural reste ouvert tout au 

long de la moelle épinière. Le rôle de la CE a été évalué chez des embryons de souris Lp. Cela 

par le marquage de leur ligne médiane pour le gène Vangl2 et en injectant la sonde 

moléculaire DiI dans le nœud et l'électroporation d'un vecteur d'expression GFP dans la plaque 

neurale. Les souris homozygotes présentaient une CE défectueuse au niveau du mésoderme 

axial et neuro-épithélium. Ce défaut est caractérisé par une large ligne médiane et des plis 

neuraux très espacés qui empêchaient le début de la neurulation (143). 

 Grâce aux travaux menés sur la souris Loop-tail (Lp), il a été possible, pour la première 

fois, d’impliquer le gène Vangl2 et la voie PCP dans la pathogénèse moléculaire des ATN 

(141, 142). Plus tard, plusieurs études génétiques sur les autres souris mutantes, ayant un 

phénotype identique au craniorachischisis de la souris Lp, ont impliqué d’autres gènes de la 

voie PCP dans la causation de cette anomalie et ont confirmé son rôle essentiel dans la 

neurulation. Les souris mutantes, au niveau des gènes de la voie PCP, incluent le Circletail 

(mutante de Scribble1), les Crash et Spin cycle (mutantes de Celsr1), le knock-out de Ptk7 

(Protein tyrosine kinase) et les doubles knock-out de Fz3/6, Dvl1/2, Dvl2/3 ainsi que les 

doubles hétérozygotes Vangl2:Scrib et Vangl2:Dvl3 (47, 144). En plus de la 

craniorachischisis, quelques mutantes présentaient une exencéphalie (double knock-out de 

Vangl2 avec la glycoprotéine Cthrc1 (Collagen triple helix repeat containing1) qui est un 

cofacteur des ligands Wnt qui active sélectivement la voie PCP) (145) et la spina bifida 

(doubles hétérozygotes de Vangl2 et Ptk7) (146). Ces études illustrent fortement le rôle 

important de la PCP dans le mécanisme complexe de la neurulation et dans la pathogenèse de 

plusieurs formes d’ATN. 
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1.5.2. La PCP et l’orientation des cils dans l’oreille 
interne 

 L’oreille interne, notamment l’organe de Corti, est jugée comme l’un des modèles, par 

excellence, pour l’établissement et l’étude de la polarité planaire cellulaire chez les 

mammifères (147). En effet, cet organe a été décrit pour la première fois par Alfonso en 1851 

(β85). Il représente un organe sensoriel de l’audition qui renferme des cellules sensorielles, 

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

 Les cellules ciliées sont classées en deux catégories : les cellules ciliées externes 

(CCE), qui sont disposées en trois rangées et les cellules ciliées internes (CCI), qui se 

répartissent sur une seule rangée (Figure 10). Les cellules ciliées sont appelées ainsi suite à la 

présence de stéréocils sur leur surface apicale. Jusqu'à présent, leur détérioration est 

irréversible et compromet alors l’audition de certaines fréquences sonores. Les stéréocils des 

cellules ciliées, constitués essentiellement de filaments d’actine, possèdent une répartition au 

niveau du pôle apical des cellules hautement conservées. Leur développement est en étroite 

liaison avec la polarité du kinocil, celui-ci est le seul “vrai” cil fait de microtubules organisés 

en “V” sur la cellule ciliée interne (Figure 10). L’ensemble de ces cellules présente une 

polarité apico-basale ainsi qu’une polarité planaire cellulaire. Les cellules ciliées en forme de 

touffes de cils, dont le rôle est mécano-sensorielle dans l’organe de Corti, possèdent les 

propriétés de cellules épithéliales ainsi que les caractéristiques de cellules neuronales. Le 

positionnement de ces cellules est de telle façon à présenter une polarité pointant vers la 

périphérie de la cochlée (148). Cette polarisation est régulée par la voie de signalisation PCP. 

Des études des souris looptail et circletail ont permis de mettre en évidence les différents cas 

de désorientations de cette polarité. En effet, ces modèles animaux présentent un défaut dans 

l’orientation des touffes ciliaires des cellules ciliées de l’organe de Corti selon l’axe proximo-

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

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

 Étant donné que le génome chez les mammifères affiche une redondance et une 

complexité beaucoup plus grande que chez la drosophile, il est parfois indispensable de muter 

plusieurs gènes de la même famille dans le but d’observer un phénotype dans l’oreille interne. 

Par exemple comme dans le casdes gènes Dishevelled 1/2 ou Dishevelled 2/3 (149-151) et des 

gènes Frizzled 3/6 (152). Le tableau 2 résume les gènes identifiés et qui présentent un 

phénotype PCP dans l’oreille interne. Contrairement à la drosophile, les principales protéines 

de la voie PCP mises en évidence chez les mammifères affichent une distribution asymétrique 

dans l’oreille interne. En effet, Vangl2, Fz3 et Fz6 sont bien localisées du même côté à 

l’opposé de ce qui est bien décrit chez la drosophile (15β, 15γ). 

Drosophile Mammifère Références 

Strabismus/Vangl2 Vangl1, Vangl2 (Looptail (Lp)) (153, 155-157) 

Dishevelled Dishevelled 1-3 (149-151, 159) 

http://dx.doi.org/10.3342/kjorl-hns.2011.54.7.445
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Prickle Prickle 1-2 (160, 161) 

Frizzled Frizzled 3-6 (152, 154) 

Diego Diversin (159) 

Flamingo/Starry night Celsr1-3 (Spin sycle (Scy), (Crasher (Crsh)) (156, 162-165) 

Offtrack Ptk7 (146) 

Scribble Scribble1 (Circle-tail (Crc)) (155, 167) 

Wnt Wnt5a, Wnt7a (168-170) 

 Ror2 (145) 

Fat Fat 1-4 (172) 

 Sec24b (Krabbel) (173, 174) 

 Smurf1/2 (171) 

 Chuzhoi (Chuzhoi (Chz)) (166) 

Polaris Ift88 (158) 

 Kif3a (158) 

Tableau 2 : Résumédes gènes identifiés et qui présentent un phénotype PCP dans l’oreille 

interne. 



 

54 

1.5.3. La PCP et la guidance axonale 

Durant le développement des circuits neuronaux, les axones en croissance se dirigent 

vers des cellules cibles, en réponse à des signaux de guidage attractives et répulsives. Un des 

modèles de guidage axonal le plus étudié est celui des axones commissuraux situés dans le 

tube neural. Chez les vertébrés, ces axones, après avoir traversé la ligne médiane, se retrouvent 

attirés par Wnts. Ces Wnt sont exprimés selon un gradient antéro-postérieur (haut-bas) le long 

du tube neural et se lient au récepteur Frizzled3 (341) (Figure 11). Deux études publiées en 

2003 ont convergés avec des découvertes surprenantes qui démontrent que les morphogènes 

de la famille des Wnt sont des molécules de la guidance axonale conservées (341, 342). Chez 

la drosophile, les axones commissuraux traversent la ligne médiane seulement du côté 

antérieure à cause de la fonction répulsif de Wnt5a qui est hautement exprimé au niveau 

postérieur (γ4β). Cette étude a amorcé d’autres recherches qui se sont concentrées sur le rôle 

de la signalisation Wnt dans le mécanisme de la guidance axonale. En 2005, une autre 

composante de la voie PCP, Celsr3, a affiché une activité similaire à celle de Fz3 (343). 

Récemment, davantage d’études ont commencé à révéler une possible implication des gènes 

PCP dans la guidance axonale médiée par Wnt. En effet, le complexe PKC/Par3/Par6 a été 

associé à la régulation du parcours antérieur des axones commissuraux (344). Deux groupes 

ont montré un rôle directe des gènes de la voie PCP, Frizzled3, Ceslr3 et Vangl2 dans 

l’orientation antério-postérieur des axones sérotoninergiques et dopaminergiques du tronc 

cérébral et des axones commissuraux du tube neural (γ45, γ46) (Figure 11). L’implication des 

gènes PCP semble être conservé exceptionnellement, du fait que chez la drosophile, les gènes 

frizzled (fz), strabismus (stbm), flamingo (fmi), disheveled (dsh) et prickle (pk) ont été 

démontrés comme étant coopérativement requis pour le ciblage axonal, la ramification des 

corps neuronales et pour favoriser les axones sensoriels (347, 348). Ces découvertes ont donné 

un aperçu du développement du cerveau et ont permisd’identifier les éléments qui peuvent 

expliquer certains défauts du circuit du système nerveux.  
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Figure 11 : Représentation des évidences du rôle de la signalisation PCP dans la guidance 

axonale. Réponse des axones commissuraux aux signaux des gènes PCP lorsd’un guidage 

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

1.5.4. La PCP et la mitose 

 La mitose représente une étape bien particulière du cycle de vie des cellules (cycle 

cellulaire), avec des mécanismes qui sont très semblables chez la plupart des organismes. 

Pendant la gastrulation chez le poisson zébré, dont l’axe de développement est orienté de 

façon medio-latéral, la division cellulaire au niveau de l’épiblaste dorsal est normalement 

orientée vers l’axe animal-végétal. Le mécanisme régulateur de cette étape, qui est conservé 

chez différentes espèces (175), est sous la dépendance du complexe Fz/Dsh de la voie PCP. 

Une étude a démontré que l’établissement d’une bonne orientation du fuseau mitotique 

définira, par conséquent, une division cellulaire adéquate nécessitant une stabilité appropriée 

de la voie de signalisation PCP (175). 
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1.5.5. La PCP et la ciliogenése 

 La ciliogenèse définit les étapes et le mécanisme de construction des cils au cours du 

cycle cellulaire. Elle se produit dans un ordre d'étapes bien précis (327). Pour commencer,  la 

migration de corps basal de centrioles se fait vers la surface de la cellule pour s’attacher au 

cortex. Pendant cette migration, ces corps basaux s’attachent à des vésicules membranaires 

pour former un complexe qui va se fusionner avec la membrane plasmique de la cellule pour 

former les cils. L'alignement des nouveaux cils est déterminé par la position originale et 

l'orientation des corps basaux. Une fois que l'alignement est déterminé, les microtubules 

axonémales s'étendent à partir du corps basal en dessous de la membrane ciliaire en 

développement, en formant les cils (326). 

Les premières preuves qui suggèrent qu’il y aurait une connexion moléculaire entre la 

PCP et la ciliogenése proviennent d’études qui cibleraient la protéine ciliaire Inversin. Le 

contexte d’étude de cette protéine porte sur la fonction des cils et les mutations des gènes qui 

causent la cystique rénale chez l’humain (176). En effet, dans cette étude, il a été démontré 

que Inversin (INVS) est le gène muté qui cause la cystique rénale chez l’humain avec 

l’identification de 7 mutations tronquantes.Ce gène code pour la protéine Inversin qui présente 

une interaction moléculaire avec nephrocystin et ȕ-tubulin qui est une composante principale 

dans la ciliogenése. Ils ont aussi démontré une colocalisation d’inversin, de nephrocystin et de 

ȕ-tubulin au niveau des cils primaires. Chez le poisson zébré, l’annulation de Invs cause des 

phénotypes de la cystique rénale. 

 Le lien entre la signalisation PCP et certaines protéines impliquées dans la ciliogenése 

a été supporté par plusieurs études qui montrent que les protéines Vangl2 et Dvl de la voie 

PCP sont localisées à, ou très prés, de la base des cils dans les cellules chez les vertébrés (177, 

178). Le fait que les protéines de la voie PCP interagissent physiquement et fonctionnellement 

avec Inversin a suggéré la possibilité que les signaux PCP puissent régir la ciliogenése. Une 

étude récente sur les protéines effectrices de PCP, Inturned et Fuzzy, soutient cette idée. Des 

expériences d'imagerie ont révélé que les protéines Inturned et Fuzzy sont essentielles pour la 

ciliogenése normale dans le tube neural ainsi que dans d'autres épithéliums ciliés (178). 
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 Ces résultats impliquent la signalisation PCP dans la ciliogenése, toutefois, malgré 

toutes ces études, le mécanisme de cette implication n'est pas encore bien clair. Les cils sont 

des protrusions cellulaires à base de microtubules et la signalisation PCP est généralement 

impliquée dans le contrôle du cytosquelette d’actine. En effet, Dvl, la protéine qui est liée et 

régulée par Inversin, (179) interagit également physiquement et fonctionnellement avec la 

protéine Formin (Daam1) (180). Formin initie directement la formation des filaments d'actine 

(181). En l'occurrence, les filaments d'actine sont nécessaires pour le bon positionnement des 

corps basaux ciliaires et dans les cellules où le cytosquelette d'actine a été perturbé (cils intra- 

cellulaire formés) (182-184). Une situation similaire a été observée, en absence des effecteurs 

PCP (Inturned or Fuzzy), chez les cellules ciliées où l’actine manque de s’accumuler au 

niveau apical etoù les masses de microtubules allongées se retrouvent rassemblées à l'intérieur 

(178). Ces résultats suggèrent que les signaux de la voie PCP sont nécessaires pour la 

régulation du réseau d'actine qui positionne les corps basaux ciliaires. Cette interprétation aide 

à mieux comprendre la signalisation PCP dans d'autres contextes. Par exemple, l'assemblage 

polarisé des microtubules, qui constituent la partie axiale et motrice des cils (322), est 

indispensable pour l’établissement de la polarité planaire (185, 186). Les microtubules 

polarisés se sont révélées capables de médier le transport dirigé des composants de PCP tels 

que Frizzled (187). Des récents rapports indiquent que Dvl peut influencer la stabilité des 

microtubules (188, 189). Ces données appuient le rôle de la voie de signalisation PCP dans le 

phénomène de ciliogenése. 

1.5.6.  La voie PCP et la polarité apico-basale 

 La polarité apico-basale dans un épithélium correspond à une polarité qui va 

déterminer deux régions divergentes de la cellule, la région apicale et la région baso-latérale, 

séparées par les jonctions serrées qui préviennent la diffusion des facteurs d’une région vers 

l’autre. Ces régions sont composées de protéines disctinctes leur donnant des propriétés 

différentes. Trois principaux complexes de polarité impliqués dans la polarité apico-basale des 

cellules épithéliales ont été définis et décrits pour la première fois chez la drosophile : le 

complexe Crumbs (Crb)/PALS1 (Stardust (Sdt))/PATJ, Par3/Par6/aPKC) et Scribble1/Lethal 

Giant Larvae (LGL)/Discs large (Dlg) (323). Le complexe PAR inclut Par3 (Bazooka), Par6 
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(une protéine à domaine PDZ) ainsi que de la protéine kinase C atypique (aPKC), une kinase 

serine/thréonine. Ces protéines sont conservées chez le vertébré. Le recrutement de ce 

complexe au niveau de la membrane latérale représente la première étape dans l’établissement 

de la polarité apico-basale dans les épithéliums de la drosophile. Cette polarité est perdue si 

l’un de ces trois gènes est muté. Le complexe CRUMBS est constitué de Crb, une protéine 

transmembranaire possédant un large domaine extracellulaire, de Stardust (Std), une 

MAGUK, de PATJ1, une protéine à domaine PDZ et de Lin7, qui contient un site 

d’interaction avec les domaines PDZ. Stardust est le point d’interaction pour toutes les 

protéines pour former ce complexe. Au niveau apical de la zonula adherens des cellules 

épithéliales, ce complexe est localisé de manière asymétrique. Chez la drosophile, des 

mutations dans les gènes de ce complexe déstabilisent et préviennent la formation de la zonula 

adherens à partir des jonctions serrées. Cela cause une perte des propriétés d’adhésion et la 

polarité cellulaire. Par contre, la surexpression de Crb conduit à une augmentation de la 

surface apicale au détriment de la baso-latérale. Le complexe CRUMBS est conservé chez les 

mammifères où il est restreint à une région limitrophe de la zonula adherens. En ce qui 

concerne le troisième complexe, il est composé de Scribble (Scrib), de lethal giant larvae (Lgl) 

et de Discs large (Dlg). Ce complexe est localisé au côté des jonctions cloisonnées et il existe 

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

 La plupart de ces protéines font partie de la classe des MAGUKs (member of the 

membrane-associated guanylate kinase) et inclut dans leurs structures des domaines PDZ. Ces 

derniers sont localisés au niveau apical des cellules dans les jonctions serrées chez les 

mammifères et les jonctions septés chez la drosophile.  

La localisation sous apicale des protéines centrales de la signalisation PCP au niveau 

des cellules suggère l’existence d’un mécanisme spécial pour le contrôle et le maintien de 

cette distribution. Un lien important entre les gènes de la polarité apico-basale et ceux de la 

voie PCP a été mis en évidence sous forme d’interactions physiques ou génétiques entre les 

différentes protéines des deux voies (155, 190-194) et par le fait même qu’un gène Scribble1 

soit engagé à la fois dans la  signalisation PCP et dans la polarité apico-basale (155). 
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 Il a été démontré que strabismus/vang interagit avec discs large (dlg) chez la 

drosophile (190). Une absence de dlg ou strabismus, chez l’embryon de drosophile, est à 

l’origine de nombreuses difficultés de formation de la membrane plasmique, tandis que sa 

surexpression, conjointement à une surexpression de strabismus, entraînera une formation 

excessive de membrane plasmique (190). Par ailleurs, en se basant sur la désorientation, le 

défaut d’asymétrie ainsi que de chiralité des ommatidies de l’œil de drosophile, une interaction 

génétique et moléculaire entre Strabismus et Scribble dans la régulation de la PCP, a été mis 

en évidence. Les auteurs n’ont toutefois pas trouvé d’interaction génétique entre Strabismus et 

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

Chez les mammifères, la première étude à impliquer un membre de la voie PCP est 

celle de la mutante circletail (crc) (156). Ce mutant correspond à une insertion d’une cytosine 

en position γ18β qui cause un décalage du cadre de lecture dans l’ARNm du gène Scribble 

menant à un arrêt précoce juste après PDZ 2 (156). Ce mutant développe une 

craniorachischisis et meurt à la naissance. Ce phénotype est absent chez l’hétérozygote. Les 

souris homozygotes présentent aussi un défaut de la fermeture abdominale, un échec dans la 

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

 Une interaction génétique entre Vangl2 et Scribble1 joue un  rôle central dans 

l’administration des étapes de l’alignement des touffes ciliaires des cellules sensorielles dans 

l’organe de Corti (155). Cette interaction permet la régulation des mouvements d’extension 

convergente de la voie PCP (194, 195). Toutefois, aucune interaction génétique entre 

Strabismus et Dlg, Lgl, Par6, Par3/Bazooka ou PALS1/Stardust n’a été démontrée(194). De 

plus, une étude a permis de dévoiler un rôle important de la polarité apicobasale dans la 

régulation de Fz. Ainsi, l’activité et la stabilité de ce dernier sont assurées par une 

phosphorylation de la part de aPKC, alors que son antagonisme est régi par Par3/Bazooka 

(191). Djiane et al, ont montré que la protéine dPatj (Tight Junction-Associated PDZ), qui 

intervient dans la formation des jonctions serrées, représente un partenaire protéique 

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

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

permettait le contrôle de la polarité apico-basale (192). Le recrutement des protéines de la 
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polarité planaire, au niveau des jonctions d’adhérence, est assuré par les complexes protéiques 

de polarité apico-basale. En effet, la localisation apicale de Stbm est affectée chez une 

drosophile invalidée pour le gène Scribble (194).  

1.5.7.  La PCP et le cancer 

 En accord avec les modifications observées au niveau du cytosquelette, l’activation de 

la voie WNT/PCP a été associée avec une augmentation de l’invasion tumorale et du caractère 

des cancers. Par exemple, WNT5A, qui active RAC et JNK, a été montré comme activant les 

métastases dans les mélanomes, les cancers gastriques et les cancers du sein (134-136). 

WNT/PCP pourrait également jouer un rôle dans l’angiogenèse, c’est-à-dire dans la formation 

de nouveaux vaisseaux sanguins. En effet, l’inhibition de la voie WNT/PCP affecte la 

croissance, la polarité et la migration des cellules endothéliales (137). La migration de ces 

cellules est une étape essentielle dans la formation des nouveaux vaisseaux. La voie 

WNT/PCP apparaît par conséquent importante dans deux mécanismes impliqués dans la 

progression et l’agressivité tumorale. Pourtant, quelques exemples suggèrent également un 

rôle dans la suppression tumorale. WNT5A est perdu dans plusieurs modèles tumoraux (138, 

139). De plus, l’inhibition de WNT5A par ARNi induit la transformation de cellules 

épithéliales mammaires (140). L’activité suppressive de tumeur de WNT5A passerait par 

l’inactivation de la ȕ-caténine, puisque les expressions des deux protéines sont inversement 

corrélées. Globalement, la voie WNT/PCP aurait plusieurs rôles dans le développement 

tumoral et ce, selon l’étape considérée : dans les étapes précoces, elle agit comme suppressive 

de tumeur en inhibant la ȕ-caténine, tandis que dans les étapes tardives elle promeut la 

progression tumorale en stimulant l’invasion, les métastases et l’angiogenèse. 
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1.6.  Le gène LRP6 

1.6.1.  Structures et interactions de Lrp6 

1.6.1.1.  Structure deLrp6 

 LRP6code pour une protéine transmembranaire et membre de la famille des récepteurs 

LDL (Low-density lipoprotein receptor-related protein 6) (196) (figure 12). Cette famille 

inclut les protéines LDLr, VLDLr, ApoER2, LRP1, LRP2, LRP5 et LRP6. Les 1613 acides 

aminés, qui constituent la protéine LRP6, sont répartis de façon à permettre à celle-ci 

d’assumer principalement le rôle de médiateur d’endogènose et de transport des ligands. La 

nature de ces ligands peut être soit des protéines ou des lipoprotéines (197). Le côté N-

terminal extracellulaire renferme quatre domaines essentiels pour un bon fonctionnement : un 

signal peptide qui sert à transmettre la protéine à la membrane, quatre domaines à six 

répétitions YWTD (tyrosine, tryptophan, thréonine et l’acide aspartique) de type ȕ-propeller 

chacun (198, 199) ; ces derniers sont espacés par quatre autres domaines EGF (epidermal 

growth factor like domain), dont le rôle est de permettre l’interaction avec les différents 

ligands extracellulaires (200), et trois répétitions LDLR (Low-Density Lipoprotein 

Receptor).Un seul domaine transmembranaire sépare la partie N-terminal du C-terminale 

cytoplasmique qui contient cinq motifs de phosphorylation PPSPXS (figure 12). La taille des 

séquences EGF est d’approximativement 40 acides aminés (β00) et celle des YWTD est 

d’environ 43-50 acides aminés. Les motifs cytoplasmiques PPSPXS, une fois phosphorylés, 

permettent une interaction avec d’autres protéines (β01). Il existe un niveau élevé de 

conservation de la protéine humaine et celle de sourisavec une homologie d’environ 98 % 

(196). Ces motifs possèdent comme rôle spécifique l’internalisation des lipoprotéines ApoB et 

ApoA dans les LDL et les VLDL (β0β). Il a été démontré que le phénomène d’internalisation 

est à l’origine de la régulation de l’activité de ces récepteurs (196). 
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Figure 12. Schéma représentatif des domaines fonctionnels de la protéine transmembranaire 

LRP6. 

1.6.1.2. Interactions extracellulaires de Lrp6 

 Les  Wnt1, Wnt3a, Wnt5a, Wnt9b et Wnt10b sont parmi les principaux ligands qui 

interfèrent avec la protéine LRP6 du côté extracellulaire. Ces Wnts interagissent 

principalement avec les domaines EGF-like-1 à 4 de Lrp6 (203-206). Effectivement, dans la 

voie canonique, la libération ainsi que l’activation de la ȕ-caténine se produit à la suite d’une 

liaison directe de Wnt3a au complexe Lrp6/Fz2 (207). Ce ligand extracellulaire compétitionne 

directement avec Dkk1, dont le rôle est semblable à celui de Dkk2 (208), pour les mêmes 

domaines d’interaction, afin de lier Lrp6 (209). En effet, les domaines C-terminal et N-

terminal de Dkk1 vont interférer respectivement avec les domaines EGF-like-3-4 et EGF-like-

1-2 de Lrp6 (204, 209). Un autre activateur de la voie Wnt-ȕ-caténine est R-spondin-1, 

l’action de celui-ci est la stimulation de la phosphorylation de la Lrp6 par la protéine Gsk3 

(210). Contrairement au Wnt3a, le Wnt5a inhibe par sa liaison avec Lrp6 et  Fz2/Fz4 la voie 

Wnt-ȕ-caténine (203), et par la même occasion, active la voie de signalisation PCP (211). 

Aussi, la Sclerostesis (SOST) va lier Lrp6 dans le but d’antagoniser la signalisation de la voie 

Wnt/ȕ-caténine (β1β). L’inhibition de la voie Wnt/ȕ-caténine se fait aussi par l’intermédiaire 

de la protéine Mesd qui, en liant les Lrp5 et 6, les empêche d’interagir avec Wntγa, Dkk, 

SOST et R-spondin (213). 
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1.6.1.3. Interactions intracellulaires de Lrp6  

 Le ligand intracellulaire Gsk3 agit sur les sérines des motifs de phosphorylation de 

Lrp6 en réponse à la liaison de Wnt3a ou R-spondin sur Lrp6 et Fz dans le but d’activer la 

voie de signalisation Wnt/ȕ-caténine (β07, β10, β14). La kinase CK1Ȗ, un autre ligand 

intracellulaire, répond à la liaison de Wnt3a sur le Lrp6 et Fz de la même façon que Gsk3 dans 

l’objectif d’activer la voie canonique. D’ailleurs, la signalisation Wnt/ȕ-caténine ne peut pas 

avoir lieu dans une cellule en absence de la kinase CK1Ȗ (β15). Les kinases couplées aux 

protéines G 5/6 (GRK5/6), représentant une autre classe des kinases, agissent en 

phosphorylant Lrp6 et par conséquent l’activent. Toutefois, cette activation par les GRK5/6 est 

inhibée par l’antagoniste Dkk1 (β16). Par ailleurs, Axin lie la partie cytoplasmique de Lrp6 

suite à sa phosphorylation dans le but de libérer ȕ-caténine du complexe de sa dégradation et 

de permettre l’activation de la signalisation canonique (β17). Cette signalisation est inhibée 

par une surexpression du récepteur du facteur de croissance 10 (GRB10) qui s’associe au 

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

1.6.2. Animaux modèles de Lrp6 

Plusieurs modèles animaux ont été générés afin de mieux étudier le rôle du gène Lrp6, 

ainsi que les pathologies qui y sont liées. La première souris mutante a été la knockout, qui a 

été générée par capture de gènes, affiche une forme de spina bifida aperta ou d’exencéphalie 

avec une pénétrance de 50 %. Cette souris développe d’autres défauts développementaux 

incluant des déformations du squelette axial, des malformations du système urogénital et des 

défauts des membres (221). 

En 2004, le groupe de Imai K a identifié une souris mutante hypomorphe de Lrp6, 

nommée ringelschwanz(rs), qui présentait une mutation spontanée, R886W, et a utilisé cette 

souris mutante afin d’investiguer le rôle de Lrp6 dans la formation normale des somites et 

desos. Cette souris homozygote développe différentes malformations osseuses (ostéoporose) et 

a des défauts dans l'épithélialisation des somites naissants ainsi que dans la mise en place de 

leurs compartiments antéro-postérieur. Cette souris présente aussi une combinaison de 
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plusieurs phénotypes liés à un défaut dans la voie Wnt/ȕ-caténine. Ces défauts incluent des 

perturbations du squelette axial et la formation des frontières des segments. L’ensemble de ces 

défauts conduit à une ossification retardée à la naissance et à une faible masse osseuse chez les 

adultes.Ceux-ci sont des caractéristiques de la pathogenèse des défauts de segmentation des 

vertèbres et de l'ostéoporose et ne sont pas liés aux ATN. Des études fonctionnelles, à l’aide 

de la technique biochimique Topflash, ont démontré que la transduction du signal à travers 

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

La souris mutante Crooked tail (Ct), affectée par une mutation spontanée (G494D) qui 

inhibe l’interaction avec Dkk1, révèleune hyperactivation de la voie ȕ-caténine. Elle développe 

une queue en forme de crochet, a une déformation du squelette, ainsi qu’une exencéphalie 

avec une pénétrance de 20 %. Elle subit une mortalité prématurée avant le jour embryonnaire 

8. Cette forme d’ATN peut être prévenue par la prise d’acide folique (ββ0). 

Lasouris mutante Gwazi (Gz), induite par l’agent ENU et porteuse de la mutation 

D549G, est affectée par différentes malformations au niveau de la tête (222). Cette souris 

présente d’autres défauts développementaux, incluant des malformations du système 

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

Les études de ces modèles animaux, Gz, Ct et le KO, suggèrent une forte implication 

de la voie Wnt/ȕ-caténine dans la formation du tube neural et par conséquent, les ATN à 

travers le gène Lrp6. 

 D’autres études, ciblant le gène Lrp6 Chez le Xenopus, ont démontré que Lrp6, en plus 

de son rôle dans le processus de l’extension convergence, est impliqué dans l’activation de la 

voie Wnt/ȕ-caténine et que sa présence permet l’inhibition de la voie Wnt/PCP. Chez le 

Xenopus, la suppression (knockdown) des ligands PCP XWnt5a et XWnt11 est suffisante pour 

sauver les phénotypes causés par la suppression (knockdown) de Lrp6/Lrp5. Aussi, chez le 

même modèle animal, il a été montré que la surexpression du ligand PCP Wnt5a bloque la 

formation d’un axe de corps secondaire en inhibant la capacité du ligand canonique Wnt8 

d’activer la signalisation Wnt/ȕ-caténine (272). Une autre étude chez le poisson zèbre a 

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

(277, 278). 

1.7. Le gène DIVERSIN (ANKRD6) 

1.7.1. Structures et interactions 

 DIVERSIN, un distant homologue de Diego chez la drosophile, code pour une protéine 

cytoplasmique à huit répétitions ankyrines N-terminal, un domaine central de liaison pour la 

CKIε conservé et un domaine C -terminal qui lie Axin/Conduction (245). Appelé aussi 

ANKRD6 (Ankyrin repeat domain-containing protein 6), cette protéine de 727 acides 

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

 

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

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

 Les domaines ankyrines sont des motifs protéiques de 33 résidus constitués de deux 

hélices alpha séparées par des boucles. Ces domaines ont été découverts pour la première fois 

suite à des études de signalisation CDC10 dans la levure et de Notch dans la drosophile. Ils 

sont principalement impliqués dans la médiation des interactions protéine-protéine (246, 247) 

et ils ont été associés à un certain nombre de maladies humaines. Ces protéines comprennent 

l'inhibiteur du cycle cellulaire, la p16 qui est associée au cancer et la protéine Notch (un 

élément clé des voies de signalisation cellulaire) qui peut provoquer le syndrome de 

CADASIL (Cerebral Autosomal-Dominant Arteriopathy with Subcortical Infarcts and 

http://dev.biologists.org/content/134/3/479.long#ref-64
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Leukoencephalopathy) quand le domaine des répétitions ankyrines est muté (248). ANKRD6 

agit comme un interrupteur moléculaire en favorisant la signalisation de la voie non-canonique 

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

 Chez la drosophile, l’orthologue Diego interagit physiquement avec Stbm et Pk à 

travers ses domaines de répétitions ankyrines et avec Dvl à travers une région de 181 acides 

aminés, juste après les domaines ankyrines (159, 249). Ces interactions sont indispensables à 

la localisation et à la formation asymétrique des complexes multiprotéiques de la voie PCP. 

Chez les vertébrés, ANKRD6 interagit directement avec Dvl par l’intermédiaire des huit 

répétitions ankyrines. Cette interaction est nécessaire et estsuffisante pour la médiation de la 

signalisation Wnt/PCP. Cela se produit en aval à travers la famille des Rho-GTPase et Jun-

kinase N-terminal, de manière réciproque dans des cultures cellulaires et dans les embryons de 

poisson-zèbre (β50). Le rôle d’activateur de la voie PCP qu’ANKRD6 assure semble être 

médié par ses domaines de répétition ankyrine. Par contre, la partie centrale et la partie C-

terminale contrôlent la signalisation Wnt canonique chez les embryons de poisson zébré (245). 

En effet, ANKRD6 lie CKIε et Conductin/Axin respectivement par l'intermédiaire de ses 

régions centrales et C-terminales. 

 CKIε/Axin/Conduc/GSKȕ est le complexe de phosphorylation et de dégradation de la 

ȕ-caténine (figure 14). Cette phosphorylation permet une ubiquitination par la ȕ-TrCP ligase 

(251) et par conséquent provoquera simultanément l’inhibition de la signalisation Wnt/ȕ-

caténine et l’activation de la voie PCP (245). 
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Figure 14. Représentation schématique du modèle d’action d’ANKRD6 sur le mécanisme de 

dégradation de laȕ-caténine. (A) Diversin recrute CKIε au complexe Axin/Conductin, ce qui 

va amorcer la phosphorylation en Ser 45 de la ȕ-caténine. Le dimère Axin/Conductin permet 

la liaison simultanée d’ANKRD6/CKIε et d’GSK3ȕ sur le complexe. (B) GSK3ȕ déclenche 

une phosphorylation subséquente de la ȕ-caténine au niveau de la Thr 41, Ser 37 et Ser 33. 

Ces acides aminés, une fois phosphorylés, deviennent des sites d’ubiquitination pour la ligase  

ȕ-TrCP (Amit et al. 2002), ce qui favorise la dégradation de la ȕ-caténine. Adaptée de 

Schwarz- Romond et al., 2002. (14) 

 Diversin contrôle également la formation de l'axe chez les poissons zébrés pendant les 

premiers stades de développement embryonnaire. Ce processus nécessite la signalisation ȕ-

caténine (245). Le double rôle de Diversin dans les deux voies de signalisation Wnt semble 

être spécifique pour les vertébrés. 

 Chez la drosophile, Diego promeut le regroupement local de Flamingo, en favorisant sa 

polarisation proximo-distale (231). Ankrd6 est exprimé de façon permanente pendant le 

développement du cerveau du stade E12 à la maturité, ce qui suggère un rôle dans le 

développement du cerveau (252). Chez les embryons, l'expression est maximale dans les zones 

ventriculaires et intermédiaires de la prolifération neuronale et s'étend aux champs neuronaux 

post-migratoires pendant la période postnatale.  
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 Ces données suggèrent qu’Ankrd6 peut être impliqué dans le développement du 

cerveau en interaction avec Celsr/Flamingo. Cependant, la pertinence physiologique normale 

et anormale dans le développement reste à éclairer. 

1.7.2. Animaux modèles 

 Il a été précédemment rapporté, chez la drosophile, que la protéine diego, à répétitions 

ankyrines, contrôle la signalisation Wnt non canonique et la PCP au cours du développement 

de la mouche (250, 253). Pour élucider les implications biologiques de l'action de ANKRD6 

dans la signalisation Wnt non canonique, son ARNm, qui code pour une protéine dépourvue 

du domaine de répétition ankyrine (Div-ΔANK), a été injecté dans des embryons de poisson 

zèbre. Ces embryons ont développé la bifida cardia, un phénotype où deux cœurs battent 

séparément (254). Cette anomalie se produit à la fin de la gastrulation  lorsque les ébauches du 

cœur bilatéral ne parviennent pas à fusionner en raison d’une migration défectueuse des 

précurseurs du myocarde à la ligne médiane dorsale. Celle-ci est régie par la signalisation Wnt 

non canonique (255-257). Également, l’ARNm Div-ΔANK perturbe les phénomènes de 

l’extension convergence (CE). 

 La zone sous-ventriculaire (SVZ) est la plus grande région neurogénique dans le 

cerveau des rongeurs adultes. L’expression et la fonction de ANKRD6 ont été étudiés dans le 

but de comprendre les mécanismes sous-jacents, la capacité des neuroblastes et les neurones 

matures qui proliferent durant la migration au sein du SVZ et de l’hippocampe. Contrairement 

au knockdown, dans le cerveau des souris nouveau-nés et des souris adultes, la surexpression, 

induite par des rétrovirus, d’ANKRD6 favorise la prolifération et augmente le nombre des 

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

 Le centrosome est essentiel pour la formation des cils et a été impliqué dans la 

polarisation et la signalisation cellulaire au cours des premiers stades de développement 

embryonnaire. Un certain nombre d’effecteurs de la voie Wnt ont été identifiés dans le 

centrosome. La surexpression de l'ARN d’ANKRD6 perturbe la polarisation des corps basaux 

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

1.8.1. Structures et interactions 

 Structure : CELSRest le gène qui code pour un récepteur à sept domaines 

transmembranaires (Cadherin EGF LAG seven-pass G-type receptor) aussi connus sous le 

nom de (flamingo homolog). Cette protéine, de plus de 3000 acides aminés, appartient à la 

famille des cadhérines atypiques qui inclut les protéines CELSR1, 2 et 3. Les cadhérines sont 

des molécules d'adhésion cellulaire dépendantes du calcium qui sont impliquées dans de 

nombreux processus biologiques, y compris la signalisation des cellules lors de 

l'embryogenèse et la formation de circuits de neurones. 

 La large partie N-terminale extracellulaire de la protéine CELSR1 contient un signal 

peptide qui sert à cibler la protéine à la membrane, neuf répétitions de protocadhérines suivis 

de huit domaines de type EGF (Epidermal growth factor-like domains), dont le rôle est de 

permettre l’interaction avec les différents ligands extracellulaires, espacés par trois régions 

laminine G, et un domaine GPS (G-protein-coupled receptor proteolytic site). La partie N-

terminale est séparée de l’extrémité anonyme C-terminale intracellulaire par sept segments 

putatifs transmembranaires (224) (figure 15). 

 Des études génétiques de flamingo (fmi), l’orthologue de CELSR chez la drosophile, 

ont établi un rôle essentiel pour ce gène dans la signalisation PCP, particulièrement dans 

l’organisation stéreotypique des poils des ailes (trichomes), des soies sensorielles (ββ5, ββ6), 

l’orientation des ommatidies dans l’œil (161) ainsi que de la division asymétrique des 

précurseurs des organes sensoriels (227, 228). Fmi/stan interagit génétiquement et 

fonctionnellement avec d’autres membres de la voie PCP incluant fz, vang/stbm,dsh, pket dgo 

(229-βγ5). Au niveau de l’aile de la mouche, la distribution des protéines de la voie PCP est 

étroitement régulée de façon dynamique. Initialement réparties au niveau de toutes les 

jonctions sous-apicales, ces protéines adoptent une brève partition polarisée et transitoire tout 

au long de l’axe proximo-distal avant le développement des trichomes. Cette distribution est 

essentielle pour l’établissement d’une polarité et d’une bonne orientation des poils. Fmi/stan, 

fzd, dsh et dgo se retrouvent enrichis du coté distal des cellules des ailes, tandis qu’au niveau 
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proximal, on trouve fmi/stan, vang et pk. (226, 236, 237). Comme fmi/stan est localisé, à la 

fois, au niveau des jonctions distale et proximale, il agirait comme une plateforme pour 

promouvoir l'adhésion cellulaire et un pontage entre le coté distal et celui proximal de la 

cellule adjacente. 

 Celsr1-3 sont largement exprimés dans le système nerveux à des stades précoces du 

développement et chaque paralogue a montré des profils d'expression caractéristique dans le 

système nerveux central en développement (238). 

 

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

transmembranaire CELSR1. EGF, epidermal growth factor; DT, domaine 

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

1.8.2. Les modèlesanimaux 

 À ce jour, seulement Celsr1 a été montré de causer des ATNs une fois muté chez la 

souris. Les principaux traits phénotypiques liés à Celsr1-3 sont résumés dans le tableau 2. 

Deux allèles mutants pour Celsr1, Crash (Celsr1
Crsh) (D1040G) et SpinCycle (Celsr1

Scy) 

(N1110K), étaient générés par ENU (N -éthyl- Nnitrosurea) (239). Les souris Celsr1
Scy et 

Celsr1
Crsh hétérozygotes affichent un comportement anormal pour le mouvement de la tête et 

ceux homozygotes présentent une forme sévère d’ATN appelée craniorachischisis où le tube 

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

ciliées de l'oreille interne. 

 Chez le poisson zèbre, le knockdown de Celsr1, généré par des morpholinos antisens, 

provoque des défauts dans le phénomène d’extension convergence (CE). Ils manifestent 

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

 

Gène Allèle Phénotype Références 

Celsr1 

Celsr1 Crsh et 

Scy 

Défauts de signalisation PCP dans l'oreille 

interne, agitation de tête, queue en forme de 

crochet, anomalies dans la migration des 

neurones FBM et des difformités 

pulmonaires chez les hétérozygotes. Les 

homozygotes meurent au stade 

embryonnaire avec le tube neural 

complètement ouvert. 

239, 241, 242 

Celsr1 KO 

Les hétérozygotes sont normaux et fertiles, 

les homozygotes viables, mais surtout 

stériles, environ 20% meurent avec un 

défaut de fermeture de tube neural. Les 

adultes montrent des traits de 

comportement anormal, des queues en 

crochet et une structure déformée de la 

chevelure de la peau. La migration des 

neurones FBM est affectée.   

241, 242, 244 

Celsr2 Celsr2gt 
Les hétérozygotes sont normaux et fertiles. 

Les homozygotes sont fertiles, sauf pour 

241, 243 
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certaines femelles atteintes d'atrésie vaginale 

et ils ont une trajectoire anormale durant la 

migration des neurones FBM. Ils 

développent une hydrocéphalie due à une 

ciliogenése épendymaire défectueuse. 

Celsr2 KO 

Les hétérozygotes sont normaux et fertiles. 

Les homozygotes sont fertiles, mais ont une 

migration des neurones FBM anormale.  

241 

Celsr3 Celsr3 KO 

Les hétérozygotes sont normaux et fertiles. 

Les homozygotes meurent quelques heures 

après la naissance et ont un sévère défaut 

axonal. 

241, 243, 245 

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

gènes Celsr1-3. FBM : facial branchiomotor. 

2. Projet de recherche 

2.1 Problématique 

 Les anomalies du tube neural représentent l'une des malformations congénitales les 

plusfréquentes au Canada et constituent, après les malformations cardiaques, la deuxième 

malformation congénitale en importance associée à une mortalité dans la période périnatale 

immédiate au Canada (262, 263). Ces anomalies se constituent très tôt au cours de la 

grossesse, lors de la troisième et de la quatrième semaine de vie embryonnaire. Au Canada, 

l'incidence des ATNs se situe entre 1 et 4 cas pour 1000 naissances vivantes. Le taux le plus 

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

l'ouest (264-267). 

 Les enfants vivants et atteints présentent des problèmes à long terme, qui requièrent 

des soins multidisciplinaires. Pour un taux annuel approximatif de 800 naissances atteintes de 



 

73 

spina bifida, au Canada, l'incidence économique directe relative aux soins médicaux en lien 

avec les ATNs est estimée à 1,7 million de dollars par année, sans compter les coûts des soins 

aux enfants souffrants d'anencéphalie et les coûts psychosociaux qu'assument les familles 

(267-269). 

 Un supplément en acide folique pour les femmes enceintes aide à diminuer la 

prévalence de ces malformations (β60). La difficulté de la mise en œuvre de cette prévention 

réside dans le fait qu’elle doit débuter avant même que la femme soit enceinte. Aussi, environ 

la moitié des grossesses en Amérique du Nord ne sont pas planifiées. Il convient donc de 

conclure que cette prévention n’est pas absolue, mais qu’elle devrait seulement contribuer à 

réduire le nombre de cas porteurs de ce type de malformations. Des facteurs génétiques et 

environnementaux interviennent également. Actuellement, les données sur les gènes impliqués 

dans le développement des ATNs restent largement inconnus (261). Étudier et comprendre la 

génétique des ATNs contribueront fortement à mieux conseiller les familles à risque et à 

prévenir de ce faitles anomalies congénitales. 

2.2. Hypothèse et objectifs 

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

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

Notre hypothèse est que les membres de la voie de signalisation canonique et non-

canonique du Fz/Dvl sont impliqués dans le développement des ATNs chez l’humain, plus 

particulièrement les gènes CELSR1, DIVERSIN et LRP6. 

 Notre projet de recherche implique l’analyse génétique moléculaire de ces trois gènes 

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

(1) L’analyse de séquençage du gène CELSR1 dans une cohorte bien caractérisée des ATN, 

suivi par des validations génétiques et bioinformatiques des mutations rares  identifiées dans 

ce gène chez les ATN. 
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(β) L’analyse de séquençage du gène DIVERSIN dans une cohorte bien caractérisée des ATN, 

suivi par des validations génétiques, bioinformatiques et fonctionnelles des mutations rares  

identifiées dans ce gène chez les ATN. 

(γ) L’analyse de séquençage du gène LRP6 dans une cohorte bien caractérisée des ATN, suivi 

par des validations génétiques, bioinformatiques et fonctionnelles des mutations rares  

identifiées dans ce gène chez les ATN. 

2.3. Pertinence et retombées 

 Cette étude permettra l’identification de nouveaux gènes prédisposants aux ATN et 

proposera un moyen puissant qui aidera à mieux comprendre les mécanismes pathogéniques 

impliqués dans ces anomalies toujours très peu connues. Ces études sont autant nécessaires 

afin de caractériser et d’expliquer le type d’interactions qui existe entre les gènes et 

l’environnement dans les ATN, ce qui fournira des outils pour développer de nouvelles 

stratégies de prévention et facilitera ainsi au conseil génétique d’identifier les couples à risque. 
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3. Novel mutations in Lrp6 orthologues in mouse and 

human neural tube defects affect a highly dosage-

sensitive Wnt non canonical planar cell polarity 

pathway 
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ABSTRACT 

 Wnt signaling has been classified as canonical Wnt/ ȕ-catenin dependent or non-

canonical planar cell polarity (PCP) pathway. Misregulation of either pathway is linked 

mainly to cancer or neural tube defects (NTDs) respectively. Both pathwaysseem to 

antagonize each other and recent studies have implicated a number of molecular switches that 

activate one pathway while simultaneously inhibiting the other thereby partially mediating this 

antagonism. The lipoprotein receptor–related protein Lrp6 is crucial for activation of the 

Wnt/ȕ-catenin pathway but its function in Wnt/PCP signaling remains largely unknown.  In 

this study, we investigate the role of Lrp6 as a molecular switch between both Wnt pathways 

in a novel ENU mouse mutant of Lrp6 (Skax26
m1Jus) and in human NTDs. We demonstrate 

that Skax26
m1Jus represents a hypermorphic allele of Lrp6 with increased Wnt canonical and 

abolished PCP-induced JNK activities. We also show that Lrp6
Skax26-Jusgenetically interacts 

with a PCP mutant (Vangl2
Lp) where double heterozygotes showed an increased frequency of 

NTDs and defects in cochlear hair cells’ polarity. Importantly, our study also demonstrates the 

association of rare and novel missense mutations in LRP6 that is an inhibitor rather than an 

activator of the PCP pathway with human NTDs. We show that three LRP6 mutations in 

NTDs led to a reduced Wnt canonical activity and enhanced PCP signaling.  Our data confirm 

an inhibitory role of Lrp6 in PCP signaling in neurulation and indicate the importance of a 

tightly regulated and highly dosage sensitive antagonism between both Wnt pathways in this 

process.
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Introduction 

Wnt Signaling plays key roles in regulating various aspects of embryonic development 

from embryo patterning and cell specification, to regulation of cell movements and tissue 

polarity (1). Binding of the Wnt ligand to a cell surface receptor can stimulate a range of 

intracellular signaling pathways, of which the two best studied are the canonical Wnt ȕ-catenin 

dependent pathway and the non-canonical planar cell polarity (PCP) pathway (1, 2) . In the 

canonical pathway, Wnt binds to Frizzled (Fz) receptor and the lipoprotein receptor–related 

protein (LRP)-5/6 to induce their clustering on Dishevelled (Dvl) and to form endocytic 

‘(LRP)-5/6 signalosomes’. These complexes then destabilize the ȕ-catenin destruction 

complex that constitutively targets ȕ-catenin for poly-ubiquitination and degradation in the 

proteosome. When the ȕ-catenin destruction complex is destabilized, ȕ-catenin accumulates in 

the nucleus, where it binds to members of TCF/LEF-1 transcription factor family, preventing 

their repression of gene transcription and functioning as a transcription co-activator (1, 2).  

The Wnt/ȕ-catenin pathway has a crucial role in mediating cell proliferation and cell fate 

determination during development and defects in this pathway have been strongly associated 

with many types of cancer in humans (1).  

The canonical Wnt/ȕ-catenin pathway shares the Fz receptors and the scaffoldings 

proteins Dvl with the non canonical Wnt/PCP signaling pathway (1). The latter regulates the 

process of PCP by which cells become polarized in the plane of an epithelium (3). PCP 

signaling has been well studied in the adult wing hairs and ommatidia (eye units) in 

Drosophila and includes a group of “core” PCP genes including  fz, dsh and vang gogh/ 

strabismus (vang/stbm) (3). Downstream effectors of this pathway include the small GTPases 

of the RhoA family and JNK that upon activation lead to a variety of cellular responses 

including cytoskeletal rearrangements (4). In vertebrates, PCP signaling controls the 

morphogenetic process of convergent extension (CE) during gastrulation and neurulation (5, 

6). This pathway is highly dosage sensitive where over- or under-expression of PCP genes in 

zebrafish and Xenopus lead to CE defects (7, 8). Studies in animal models and human cohorts 

have strongly implicated the non canonical Wnt/ PCP signaling pathway in the pathogenesis 

of neural tube defects (NTDs) (9–11). 
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NTDs represent a group of very common congenital malformations in humans, 

affecting 1-2 infants per 1000 births. They are caused by a partial or complete failure of neural 

tube closure during embryogenesis and can occur at any level along the rostrocaudal axis (9). 

The most common forms of NTDs are referred to as open NTDs and include anencephaly, and 

myelomeningocele (spina bifida), which result from the failure of fusion in the cranial and 

spinal region of the neural tube, respectively (9). A number of skin-covered (closed) NTDs are 

categorized clinically depending on the presence (including lipomyeloschisis, 

lipomyelomeningocele, and meningocele) or absence of a subcutaneous mass 

(includingdermal sinus and caudal agenesis) (12). Population and family studies indicate a 

complexetiology to NTDs involving environmental and genetic factors. To date, the number, 

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

 Both Wnt pathways seem to antagonize each other, and inhibiting one will 

simultaneously activate the other (2). The direction of Wnt signaling and this antagonistic 

crosstalk are highly dependent on cellular context and on the presence of an intricate and large 

network of Wnt receptors, co-receptors and regulators (2). Recent studies have identified a 

group of “molecular switches” that act on both pathways simultaneously (2, 13–15). For 

example, while Lrp5 or Lrp6 is crucial for activation of the Wnt/ȕ-catenin canonical pathway, 

it was shown in Xenopus that it could simultaneously inhibit the non-canonical pathway (16, 

17).  Lrp6 is a type I single-span transmembrane protein that belongs to the LDL receptor 

(LDLR) family which has diverse roles in metabolism and development (18). It consists of 

four YWTD -propeller domains that are each followed by an EGF-like domain, followed by 

3 LDL-receptor (LDLR) type A repeats, a transmembrane domain and a short intracellular 

domain(18).Complete inactivation of Lrp6 in mouse generated multiple defects in many 

organs including eye, limb, heart, neural tube and brain, and cause perinatal mortality (19, 20). 

A spontaneous Lrp6
rsallele caused skeletal malformations, osteoporosis and spina bifida(21) 

while two hypermorphic alleles, one ENU-induced (Lrp6
Gw)(22) and one spontaneous 

(Lrp6
Cd), caused a reduced forebrain size or exencephaly respectively (22, 23). Although the 

role of Lrp6 in Wnt/-catenin signaling during development is well established, its role in the 

PCP pathway remains poorly defined.  
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Here we conducted in vivo and in vitro studies in mouse and in cell lines to further 

investigate the role of Lrp6 as a molecular switch between both Wnt pathways in neural tube 

closure. We characterized a new ENU hypermorphic allele of Lrp6, Skax26
m1Jus, that 

demonstrated an inhibitory role of Lrp6 in PCP signaling as manifested by an increased Wnt 

canonical activity and abolished PCP-induced JNK activity. We showed that Lrp6
Skax26-Jus 

genetically interacts with a PCP mutant Vangl2
Lp in PCP signaling in neural tube closure and 

planar polarity of the inner ear hair cells. Also importantly, our study demonstrates the 

association of rare and novel mutations in LRP6 with human NTDs. Particularly, we show that 

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

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

 

RESULTS 

Cloning of the gene mutated in Skax26m1Jus  

Skax26
m1Jus (MGI: 3577510) was identified as a recessive ENU mouse mutant with a 

homozygous kinky/looped tail phenotype  at the Mouse Mutagenesis and Phenotyping Center 

for Developmental Defects in Texas Medical Center in Houston. This mutant was generated 

on a mixed C57BL/6J; 129S6/SvEvTac genetic background as part of the chromosome 4 

balancer mutagenesis screens (24). G3 mutants from this line were archived as frozen sperm 

and were consequently recovered at The Jackson Laboratory by using the Assisted In Vitro 

Fertilization method. A total of 2 female and 5 male mice with a normal appearance were 

generated. To expand the Skax26
m1Jus mutant line, these 7 founder mice were backcrossed to 

129S6/SvEvTac for one generation (backcross 1) followed by 4 generations of brother sister 

matings. A total of 112 N1F1-N1F4 mice were obtained including 11 mice with a 

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

To map the gene defective in Skax26
m1Jus, mice with a kinky/looped tail phenotype 

were subjected to 3 additional consecutive backcrosses to 129S6/SvEvTac combined with 

brother-sister matings at each backcross to recover the tail phenotype. A total of 37 mice were 

genotyped with 149 single nucleotide polymorphisms (SNPs) distributed across the genome 
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and that were informative for both C57BL/6J; 129S6/SvEvTac strains.  Homozygosity 

mapping identified one SNP rs13479079 located at 140.1 Mb at the telomeric end of 

chromosome 6 that was homozygous for the C57BL/6J allele in 84% of genotyped mutant 

mice (Figure 1A). To fine map this candidate region, we conducted additional genotyping of 

the same 37 mutant mice with 16 informative SNPs spanning a 23.4 Mb region defined by 

rs6200835 at 125.7 Mb and rs30113154 at 149.1 Mb at the telomeric end of chromosome 6. 

Haplotype analysis identified a homozygous region spanning rs3023102 and rs4226339 

(haplotypes1 to 6) and segregating with the phenotype in 86% of genotyped mice (32/37) 

(Figure 1B). Importantly, we detected one crossover (haplotype 7) that would place the gene 

responsible for the Skax26
m1Jus phenotype centromeric to rs3023102 at 135.3 Mb (Figure 1B). 

The mutant with this critical crossover along with 3 other mutant mice (haplotype 8)  with a 

kinky/looped tail phenotype were heterozygous at B6 alleles  suggesting that the Skax26
m1Jus 

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

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

that represents an excellent candidate for Skax26
m1Jus. We consequently sequenced the open 

reading frame and exon-intron junctions of this gene in 3 Skax26
m1Jus /Skax26

m1Jus mutants and 

3 wild-type controls. We identified a homozygous missense mutation c.2042T>G in exon 9 of 

Lrp6 in Skax26
m1Jus /Skax26

m1Jus that was absent in parental strains, C57BL/6 and 

129S6SvEvTac, and in 30 other inbred strains (Figure 1C). This mutation leads to p.Ile681Arg 

that resides in the third  propeller domain in the extracellular part of the protein. Ile681 is 

highly conserved across vertebrates where it is only replaced by valine in frog Lrp6 and by 

phenylalanine in fly Arrow (Figure 1D). While a change to valine or phenylalanine preserves 

the hydrophobic nature of isoleucine, the change to arginine in Skax26
m1Jus is not conservative 

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

Genotype-phenotype studies were next conducted to assess the penetrance of the 

Lrp6
Skax26-Jusp.Ile681Arg mutation.  A total of 112 N1F1-N1F4 mice and 99 N5F1 mice were 

examined for the presence of Kinky/looped tail (Table 1).  The Lrp6
Skax26-Jusp.Ile681Arg 

mutation showed a recessive mode of inheritance where all wild-type were phenotypically 

normal and heterozygous and homozygous adult mice had a looped/kinky tail appearance with 
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a variable penetrance (Table 1). In N1F1-N1F4 mice, the penetrance of the looped/kinky tail 

was 3% in heterozygotes and 11% in homozygotes. Following 4 additional backcrosses 

to129S6SvEvTac, this penetrance increased to 8% in heterozygotes and 53% in homozygotes 

(Table 1).  To determine whether the Lrp6 p.Ile681Arg mutation can cause an NTD 

phenotype, as previously reported for other Lrp6 mutations and knockouts (23, 21, 20, 19), a 

total of 30 heterozygous and 47 homozygous E12.5-E18.5 embryos recovered at N5F1were 

examined macroscopically for the presence of an NTD and none was found to be affected with 

this malformation (Table 1). 

Functional analysis of Lrp6 p.Ile681Argin Wnt canonical and 
non canonical pathways 

Lrp6 is a co-receptor of Frizzled that mediates Wnt-induced activation of the 

transcription factor family TCF/LEF-1 during Wnt canonical -catenin signaling (18). We 

consequently tested the effect of the variant p.Ile681Arg detected n Lrp6on this signaling 

pathway using a TCF/LEF-1 responsive Wnt/-catenin reporter assay in mouse embryonic 

fibroblasts (MEFs) isolated from E13.5 mutant embryos and in mammalian HEK293T cells. 

Heterozygous and homozygous MEFs showed an increased reporter activity of ~1.4X and 

~3X  respectively as compared to wild-type fibroblasts ( P<0.05 and P<0.00001respectively ) 

(Figure 2A). In HEK293T cells, TCF/LEF-1 activity was significantly increased to ~2X in 

cells transfected with Lrp6
p.Ile681ArgcDNA as compared to wild-type Lrp6 (P<0.005) (Figure 

2D), consistent with results obtained in MEFs. This increased activity of Lrp6 in mutant MEFs 

or HEK293T cells was not caused by increased protein expression levels (Figure 2C, F). These 

data demonstrate that the Lrp6p.Ile681Arg mutant represents a hypermorphic allele that over-

activates Wnt canonical -catenin signaling. 

Lrp6 can act also as an inhibitor of the Wnt non canonical PCP pathway in Xenopus 

(16, 17). To determine whether the hyperactive Lrp6
p.Ile681Arg allele will also over- inhibit PCP 

signaling in mouse, we measured the JNK activity in the presence of Wnt5a in wild-type and 

mutant MEFs using an JNK-AP-1 reporter assay. In wild-type E13.5 MEFs, Wnt5a-induced 

JNK activity was increased to 2.5X. This activity reduced by half in Lrp6
Skax26-Jus heterozygous 
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cells and completely absent in Lrp6
Skax26-Jus homozygous cells as compared to wild-type cells 

(P<0.05) (Figure2B). These data confirm that Lrp6p.Ile681Arg in Lrp6
Skax26-Jusrepresents a novel 

hypermorphic allele of Lrp6. 

Genetic interaction studies between Lrp6
Skax26-Jusand 

Vangl2Lp 

We next tested for genetic interaction between Lrp6
Skax26-Jusand a PCP mutant 

calledVangl2
Lp that carries a loss of function mutation, p. Ser464Asn, in a core PCP gene 

called Vangl2(25). We crossed Lrp6
Skax26-Jus heterozygous or homozygous mice to 

Vangl2
Lpheterozygous mice and examined for the presence of NTDs in double heterozygous 

embryos. Whereas mice heterozygous for either mutation showed no evidence for NTD, 36% 

of the double heterozygotes exhibited spina bifida (P<0.001) (Table 2, Fig. 3A,B). This 

genetic interaction was specific, asVangl2
Lp heterozygotes crossed to wild-type littermates of 

the Lrp6
Skax26-Jus animals did not produce any progeny with NTDs (Table 2). An increase in 

frequency of kinky/looped tail was also observed in double heterozygotes (80%) as compared 

to single heterozygotes at either loci (3% in N1 and 8% in N5 in Lrp6
Skax26-Jus/+ and 40% in 

Vangl2
Lp

/+) (P<0.005) (Tables 1 and 2).  

PCP signaling also controls the orientation of hair cells in the cochlea of the inner ear 

(26). The cochlea has one row of inner hair cells and three rows of outer hair cells, which are 

interlinked with non-sensory support cells. Each hair cell forms a unique “V”-shaped 

stereociliary bundle and all vertices of these hair bundles point toward the periphery of the 

cochlea. PCP mutants, including Vangl2
Lp

/Vangl2
Lp homozygotes, display defects in this 

planar organization (27, 28). We next analyzed genetic interaction between Lrp6
Skax26-Jus and 

Vangl2
Lp in inner ear cell polarity.  We examined cochleae isolated from wild-type, Lrp6

Skax26-

Jus/+, Lrp6
Skax26-Jus/ Lrp6

Skax26-Jusand Lrp6
Skax26-Jus/+; Vangl2

Lp /+ E18.5 embryos at the apical, 

middle and basal regions of the organ of Corti.  No statistically significant difference in the 

orientation of IHC and OHC was detected between wild-type and Lrp6
Skax26-Jus/+ (data not 

shown).   In Lrp6
Skax26-Jus/ Lrp6

Skax26-Jus, bundle orientation was affected as compared to wild-

type controls only in the OHC3 layer of the apical region (2 test, P <0.0001) (Fig. 3C).  In 
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Lrp6
Skax26-Jus/+; Vangl2

Lp /+ double heterozygotes, bundle orientation was severely affected in 

OHC2 and OHC3 layers at all 3 regions analyzed except for OHC3 in the middle region of the 

organ of Corti (2 test, P <0.01 for OHC2 in all regions and OHC3 at the base and P 

<0.0001for OHC3 at the apex) (Fig. 3C). These data confirm a genetic interaction between 

Lrp6
Skax26-Jusand Vangl2

Lp in Wnt non canonical PCP signaling. 

Sequencing analysis of human LRP6 in NTD patients 

The genetic interaction between Lrp6
Skax26-Jus and Vangl2

Lp demonstrated in this study 

as well as the NTD phenotype associated with Lrp6 mouse mutants and the hypothesized role 

of Lrp6 as an inhibitor of the PCP pathway prompted us to examine LRP6 for a role in the 

pathogenesis of NTDs in humans.  The open reading frame and the exon-intron junction of 

LRP6 were sequenced in a cohort of 285 Italian patients affected with various types of open 

and closed forms of NTDs. The exact distribution of NTD type in the patients’ cohort is 

detailed in Subjects and Methods. We identified 4 novel rare missense mutations, c.916T>C, 

c.1118A>G, c.4157T>G and c.4622G>T, in LRP6 in 4 NTD patients that were not present in 

275 ethnically-matched controls or in public databases (Supplementary Material, Table S1). 

Each of these mutations was detected in a heterozygous state and was private. None of the 

mutations mapped close to the exon-intron junctions and hence most likely do not affect gene 

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

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

The variant c.916T>C was detected in a 20 year old male affected with a severe form 

of open NTDs called myelomeningocele in the lumbosacral  region of the spine 

(Supplementary Material, Table S1). This variant changes a highly conserved Tyr residue in 

the EGF-like domain 1 into histidine (p.Tyr306His) (Figure 4).  A tyrosine to histidine change 

is conservative however it could introduce a positively charged amino acid at an otherwise 

neutral hydrophobic position. The variant c.1118A>G was detected in a 15 year old female 

affected with lumbosacral myelomeningocele and Chiari malformation II (Supplementary 

Material, Table S1). This variant leads to p.Tyr373Cys in the seventh YWTD -propeller 

domain (Fig 4A). Tyr373 is highly conserved and a tyrosine to cysteine substitution is not 
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conservative as it introduces a cysteine side chain at this position. The variant c.4157T>G was 

detected in a 10 year old female affected with a severe form of closed NTDs called 

encephalocele at the parietal lobe of the brain. This type of NTDs is characterized by 

protrusions of the brain through the skull that are sac-like and covered with membranes (29). 

The variant c.4157T>G affects a highly conserved valine residue at position 1386 in the 

transmembrane domain of the protein (Figure 4). This leads to a p.Val1386Leu substitution 

that is conservative as both residues have very similar structures. The variant c.4622G>T was 

detected in an 11 year old female affected with a severe form of closed NTDs called caudal 

agenesis that represents a heterogeneous constellation of anomalies comprising total or partial 

agenesis of the spinal column, anal imperforation, genital anomalies, bilateral renal dysplasia 

or aplasia, pulmonary hypoplasia, and lower limb abnormalities (12). This variant changes a 

highly conserved tyrosine at position 1541 in the cytoplasmic domain of LRP6 between the 

second and third PPPSP phosphorylation motifs and leads to a nonconservative p.Tyr1541Cys 

substitution. 

Functional validation of LRP6 variants detected in NTD 

patients 

To determine whether any of the four LRP6 variants detected in NTD patients, 

LRP6
p.Tyr306His, LRP6

p.Tyr373Cys, LRP6
p.Val1386Leu, and LRP6

p.Tyr1541Cys affects the function of 

LRP6 in both Wnt canonical and non canonical pathways, we conducted TCF responsive 

Wnt/-catenin and AP1 responsive JNK reporter assays respectively in mammalian cells 

(HEK293T). In the presence of Wnt3A, TCF/LEF-1 activity was increased to ~6X upon 

transfection of wild-type LRP6, in agreement with previous studies (Figure 5A). In contrast, 

TCF/LEF-1 activity was significantly decreased in cells transfected with each of the 

LRP6
p.Tyr306His, LRP6

p.Tyr373Cys and LRP6
p.Val1386Leu cDNAs, as compared to wild-type Lrp6, 

suggesting a hypomorphic activity for each of these mutants (P<0.05) (Figure 5A).  TCF/LEF-

1 activity was not affected in HEK293T cells transfected with the LRP6
p.Tyr1541Cys (Figure 5A). 

Protein expression levels for all LRP6 variants were comparable to the wild-type (Figure 5B).  
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While the function of Lrp6 as inhibitor of PCP signaling was deduced from phenotypic 

effects of abolishing or over-expressing its activity in Xenopus (17, 16), how and where 

exactly it exerts this inhibitory function is not known. We transfected HEK293T with a full-

length myc-tagged DVL3 or VANGL2 construct as activators of the PCP pathway in the 

presence of Wnt5a that was added exogenously.  JNK activity was increased to ~5.5X and 

~3.5X upon transfection of DVL3 and VANGL2 respectively in the presence of Wnt5a.This 

activation was inhibited upon co-transfection of wild-type LRP6 cDNA in a dose-dependent 

manner (P< 0.05 at all doses as compared to DVL3 or VANGL2 alone in the presence of 

Wnt5a) (Figure 5C). We next tested the effect of the mouse Lrp6
p.Ile681Argand the four LRP6 

variants detected in human NTDs on their ability to inhibit JNK activation by Wnt5a and 

DVL3. Co-transfection of the Lrp6
p.Ile681Arg cDNA with DVL3 resulted in a significant increase 

in its ability to inhibit JNK activation during PCP signaling, confirming its hypermorphic 

activity (P<0.05) (Figure 2E). Co-transfection of each of LRP6
p.Tyr306His, LRP6

p.Tyr373Cys and 

LRP6
p.Val1386Leu with DVL3 resulted in a significant reduction in its ability to inhibit JNK 

activation during PCP signaling. On the other hand, LRP6
p.Tyr1541Cys behaved like the wild-type 

in this assay.  

Our results in both readouts assays are consistent with the idea that LRP6p.Tyr306His, 

LRP6p.Tyr373Cys and LRP6p.Val1386Leu act as hypomorphs and LRP6p.Tyr1541Cys acts in Wnt 

signalling as the wild-type LRP6. 

Discussion 

Skax26m1Jus is a new hypermorphic allele of Lrp6 

Many lines of evidence support our conclusion that Lrp6 is the gene defective in 

Skax26
m1Jus.  Lrp6 maps to the Skax26

m1Juscandidate region identified by homozygosity 

mapping on chromosome 6.  Lrp6
Skax26-Jus carries a disease-specific variant, p.Ile681Arg, that 

was absent in parental strains and in 30 other inbred strains. This variant affects Lrp6 function 

since it caused enhanced Wnt canonical -catenin signaling and abolished PCP-induced JNK 

activation in homozygous MEFs.  Ile681 maps to the third YWTD -propeller domain, similar 
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to the variant p.Arg886Trp identified in the ENU Rs mutant. The -propeller-EGF-like 

domains in Lrp6 appear to bind extracellular ligands and particularly the region encompassing 

the third and fourth YWTD b-propeller-EGF-like domains of Lrp6 was demonstrated to 

interact with Dickkopf1 (Dkk1) (18, 30, 31). Dkk1 antagonizes Wnt/-catenin signaling 

through interactions with Lrp6 and is able to activate the PCP pathway in both Xenopus and 

zebrafish (32). The p.Ile681Arg variant in Lrp6 could affect its interaction with Dkk1 or other 

unknown mediators leading to over-activation of the Wnt pathway and inhibition of the PCP 

pathway. Additional biochemical and in silico tests are needed to test the potential pathogenic 

effect of this variant. 

All previously studied mouse mutants at Lrp6 except Lrp6
Gw were reported to suffer 

from severe developmental anomalies in various organs including eye, limb, heart, neural tube 

and brain (19, 20, 23, 21).  We did not encounter any severe malformation in either 

heterozygous or homozygous Lrp6
Skax26-Jus embryos suggesting that either this allele could 

exert a milder effect on protein function or this could reflect the presence of genetic modifiers 

in the various backgrounds of the Lrp6 mutants . While Lrp6
Skax26-Jus is on a mixed 

C57BL/6J;129S6/SvEvTac background, the other Lrp6 alleles, Lrp6
cd,

Lrp6
Gw and Lrp6

rs, were 

on mixed DBA/2;A/J (23), C3H/HeH (22) and mixed BALB/C; C57BL/6J (21)backgrounds 

respectively. 

Lrp6Skax26-Jus interacts genetically with Vangl2Lp 

The genetic interaction between Lrp6
Skax26-Jus and Vangl2

Lpin neural tube closure and 

inner ear hair cells’ planar polarity provides evidence that both genes function in a common 

genetic pathway or in two parallel pathways to regulate these developmental processes. Spina 

bifida was absent from single heterozygotes and was detected in 36% of their double 

heterozygous littermates. These data show that themutant kinky/looped tail and NTD 

phenotypes in Vangl2
Lp caused by diminished PCP signaling were enhanced by a hyperactive 

Lrp6
Skax26-Jus allele that over-inhibits this pathway. These results also strongly suggest that the 

tail kink or looping observed in Lrp6
Skax26-Jus heterozygotes is associated with a gain of Lrp6 

function as an inhibitor of the Wnt non canonical PCP pathway due to the Lrp6p.Ile681Arg 
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mutation, rather than an effect of an increased activation of the Wnt/ -catenin canonical 

pathway. Our observations are supported by a recent study in gain (Lrp6
cd) and loss (Lrp6-/-) 

of function mouse lines that demonstrated Lrp6 can mediate non-canonical pathways 

involving RhoA dependent mechanisms during neurulation (33). 

Genetic interaction between Lrp6
Skax26-Jus and Vangl2

Lp does not seem as strong as that 

reported between Vangl2
Lp and mouse mutants at other PCP loci notably Scribble1 (Circle or 

Crc) and Dvl3. A subset of Vangl2: Scribble1 and Vangl2:Dvl3 double heterozygotes 

developedthe more severe craniorachischisis where the neural tube remains open throughout 

the spinal cord (34, 35). On the other hand, Vangl2:Ptk7 (another PCP gene) double 

heterozygotes develop spina bifida (36), suggesting that either Lrp6 or PTK7 alleles exert a 

weaker effect on protein function or the dosage of Lrp6 or Ptk7 is less limiting than that of 

Scrib1 or Dvl3 or that there may be different genetic modifiers in the various background 

strains.  

Novel rare mutations in LRP6 are associated with human 

NTDs 

We and others have previously demonstrated an important role for PCP signaling in 

the pathogenesis of NTDs where novel and rare mutations in PCP genes including VANGL1, 

PK1, FZD6, FUZZY, SCRIBBLE1 and CELSR1, were associated with NTDs in a subset of 

patients (37–42). All these genes are activators of the PCP pathway and some mutations were 

hypothesized to be hypomorphic. In this study and for the first time we demonstrate the 

presence of rare and novel mutations associated with NTDs (1.4% or 4 in 285 patients) in an 

inhibitor of the PCP pathway that is LRP6. This frequency of 1.4% of novel potentially 

pathogenic mutations in LRP6 in NTD patients is very similar to the previously reported 

mutation frequencies for other PCP genes in NTDs. All 4 patients were affected with severe 

forms of open (2 MMC), and closed (1 encephalocele, 1 caudal agenesis) NTDs.  As 

compared to other PCP genes previously associated with NTDs, no LRP6 mutation was 

detected in the mild forms of closed spinal NTDs.  Re-sequencing analysis of LRP6 in a larger 

cohort is needed to further investigate this observation.  
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Our results in both Wnt canonical and noncanonical readouts assays are consistent with 

the hypothesis that LRP6p.Tyr306His, LRP6p.Tyr373Cys and LRP6p.Val1386Leu act as hypomorphs and 

LRP6p.Tyr1541Cys acts in Wnt signalling as the wild-type LRP6. The latter is either not 

pathogenic or it exerts a very mild effect that could not be detected by these reporter assays. 

Enhanced or diminished PCP signaling was previously demonstrated to cause PCP defects but 

only in zebrafish and frog models. Our study indicates the importance of a precise regulation 

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

The molecular impact of these 3 hypomorphic variants on the function of LRP6 can be 

deduced from the known function of the specific domains of the protein to which they map. 

Lrp6p.Tyr306His and Lrp6p.Tyr373Cys are located in the first EGF-like domain and in the second 

propeller domain (PD) of LRP6 respectively.  The first two YWTD -propeller EGF-like 

domains bind to canonical Wnts and seem to mediate the Wnt–Fz interaction during Wnt 

canonical signaling (18). These two domains also bind to the Wise family of proteins which 

antagonize Wnt/-catenin signaling through interactions with Lrp6 (31). LRP6p.Tyr306His and 

LRP6p.Tyr373Cys might alter the interaction of LRP6 with Wnt-Fz negatively or with Wise 

proteins positively to reduce the Wnt/-catenin signalling activity and to reciprocally activate 

the noncanonical PCP pathway. The variant LRP6p.Val1386Leu maps to the transmembrane 

domain of LRP6. Leucine is a hydrophobic amino acid possessing similar structure to valine 

but longer side-chain. This mutation was predicted to be possibly damaging with Polyphen 

despite the fact that it is a substitution to a similar amino acid. Clearly, additional tests are 

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

Canonical Wnt/-catenin and non-canonical Wnt/PCP 

signaling: two antagonistic and highly dosage sensitive 

pathways 

Genetic studies in various animal models demonstrated the existence of a reciprocal 

antagonism between both Wnt pathways where inhibiting one pathway will simultaneously 

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

catenin signaling and a consequent increase in dorsal cell fates (43, 44). In Xenopus , 
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knockdown of Lrp6 and its homologue Lrp5 resulted in PCP defects that were rescued by 

knockdown of noncanonical XWnt5a and XWnt11 (16, 17). In mouse, knockdown of Lrp6 led 

to PCP defects including exencephaly and heart defects, that were rescued by loss of Wnt5a, 

suggesting that these phenotypes could result from noncanonical Wnt gain-of-function (45). In 

this study, we identified 4 mutations in Lrp6 orthologues (one in mouse and three in humans) 

in NTDs that affected both Wnt pathways in a reciprocal manner, thereby presenting 

additional evidence for the existence of such dosage-sensitive antagonism between Wnt 

pathways in neurulation.  

LRP5 and LRP6: homologues with a pleiotropic role in 

human diseases  

Mutations in LRP6 gene have been implicated in late-onset Alzheimer’s disease and 

familial coronary artery disease associated with diabetes and osteoporosis syndrome (46, 47).  

In this study, we extend the mutational spectrum of LRP6 to another complex trait, NTDs, 

demonstrating a crucial but pleiotropic role of this gene in developmental diseases. LRP6 has a 

homologous gene LRP5 that shares 73% and 64% identity in extracellular and intracellular 

domains, respectively (18). Lrp5 knockout mice have normal embryogenesis and grow to 

adulthood but show osteoporosis and some metabolic abnormalities.  An allelic series of 

mouse mutants suggested that Lrp5 and Lrp6 share significant overlapping functions but that 

Lrp6 plays a more crucial role, at least during embryogenesis (18). In humans, LRP5 

mutations underlie familial osteoporosis, high bone density syndromes and ocular disorders 

(18).  Interestingly, Lrp5 was also shown to act as a physiologically relevant inhibitor of non-

canonical Wnt PCP signaling during Xenopus development in vivo (16). These studies 

represent LRP5 as a good candidate gene for human NTDs. Additional molecular genetic 

studies of LRP5 and LRP6 in human NTD cohorts and animal models are needed to better 

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

Maintenance and phenotyping of mice 

The Skax26
m1Jus mouse mutant (MGI:3577510) with a looptail phenotype was 

generated and identified as part of the chromosome 4 balancer mutagenesis screens at the 

Mouse Mutagenesis and Phenotyping Center for Developmental Defects in Texas Medical 

Center in Houston (http://www.mouse-genome.bcm.tmc.edu).  The study design of the 

chromosome 4 balancer chromosomes and the mutagenesis screens have been described 

elsewhere in details (24). Briefly, mice homozygous for the chromosome 4 balancer 

chromosome (on a C57BL/6BrdTyr-/-  B6-albino genetic background), which could be 

visually recognized by their dark brown coat because of the presence of tyrosinase and K14-

agouti transgenes at the inversion breakpoints were crossed to ENU-injected C57BL/6BrdTyr-

/- (albino) mice. G1 pups that were heterozygous for a potential mutation and the balancer 

(light brown coat) were backcrossed to balancer homozygotes (dark brown coat). G2 mice that 

were heterozygous for the inversion (light brown coat) were intercrossed and the offspring 

(G3) were analyzed. Skax26
m1Jus was identified as a recessive mouse mutant with a looped tail 

phenotype in the G3 cross that failed to segregate to Chromosome 4.  Skax26
m1Jus G3 mutants 

were archived as frozen sperm and were consequently recovered at The Jackson Laboratory 

(http://jaxmice.jax.org/services/) by using the Assisted In Vitro Fertilization (AIVF) method 

with C57BL/6J oocytes. The Skax26
m1Jus mutant stock was generated and maintained by 

brother-sister matings. For genetic mapping studies, Skax26
m1Jus mutants with a kinked/looped 

tail phenotype were backcrossed to129S6/SvEv for four consecutive times and at each 

outcross, the “looped” or “kinked” tail recessive phenotype was recovered by brother-sister 

intercrosses. 

 Two Vangl2
Lp/+ males on a mixed A/J:B6 background were obtained from Philippe 

Gros (McGill University, Montreal, Quebec) and were maintained by crosses to C57BL/6J 

mice. 



 

93 

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

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

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

Committee for Animal Care in Research of the Research Center of Sainte Justine Hospital. 

DNA extraction and genotyping 

Genomic DNA was extracted from mouse tail or embryonic yolk sac using the EZ-10 

Spin Column Animal DNA Mini-Preps kit (BS628, Bio Basic Inc. Canada, ON). Phenotype 

and genotype were confirmed for all mice included in the study. For the Skax26
m1Jus mice, 

genotyping was done by PCR amplification using genomic DNA. Exon 9 of Lrp6 (471 bp) 

was amplified using intronic primers 5´-catgaaacaaatatgtcctgctt-3´ and 5´-

tcagtgtgacttcccaccagc-3´. Direct dye terminator sequencing of PCR products was done using 

Applied Biosystem’s γ7γ0xl DNA Analyzer technology. The p.Ile681Arg mutation was also 

detected by EcoRV digestion on Lrp6-exon9 PCR product and visualized on 2% agarose gel. 

For the Vangl2
Lp mutation, genotyping was done by PCR amplification on genomic DNA for 

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

Homozygosity mapping 

For genetic mapping studies, a total of 180 single nucleotide polymorphisms (SNPs) 

distributed across the genome were selected for genotyping 37 mice (11 N1F1-N1F4, 5N2F1, 

2 N3F1 and 19N3F1). These markers were informative for both C57BL/6J; 129S6/SvEvTac 

strains and average intermarker distance was 13 Mb. Of these, 31 markers failed to genotype. 

To fine map the Skax26
m1Jus candidate region, additional genotyping of the same 37 mutant 

mice was done with 19 informative SNPs spanning a 23.4 Mb region defined by rs6200835 

and rs30113154 at the telomeric end of chromosome 6. The average intermarker distance was 

1.5 Mb. Of these, 3 failed to genotype. Genotyping was done using the Sequenom iPlex Gold 

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

 The patients’ cohort consisted of β85 Italian patients recruited at the Spina Bifida 

Center of the Gaslini Hospital in Genova, Italy. All patients were affected with non-syndromic 

or isolated NTDs.  The distribution of the major NTD forms in this cohort was as follows: 6 

cranial closed NTDs (6 encephalocele), 153 open spinal NTDs (153 myelomeningocele) and 

126 closed spinal NTDs (17 Lipomyeloschisis,  18 Lipomyelomeningocele, 38 caudal 

agenesis, 28 lipoma, 7 tight filum terminale, 2 myelocystocele, 1 meningocele, 11 

diastematomyele, 1 meningocele, 3 lipomyelocele). Myelomeningocele was the major NTD 

present in this cohort at a frequency of 44%. All NTD patients included in this cohort were 

white Caucasians. The control group consisted of 275 Italian healthy individuals with no NTD 

family history. All research involving human participants was approved by the Local Ethics 

Committee of the Institute of Gaslini, Genoa, Italy. Written informed consent was obtained 

from all participating individuals. 

Sequencing analyses 

The coding exons of mouse Lrp6 (Accession #: NM_008514.4) and LRP6 (Accession 

NM_002336.2) were amplified from genomic DNA by PCR using primers flanking the exon-

intron junctions.  Primers’ sequences and PCR conditions are available upon request. Direct 

dye terminator sequencing of PCR products was carried out using the ABI Prism Big Dye 

Systems at the McGill and Genome Quebec Innovation Center. Samples were run on ABI 

3700 automated sequencer and analyzed using the SeqMan® sequence assembly and SNP 

discovery software (from DNASTAR®). 

Human LRP6 mutations were verified for absence in 275 ethnically-matched controls 

by sequencing analysis and in 3 public databases dbSNP (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp), 

the 1000 genome project (http://www.1000genomes.org) and the NHLBI GO Exome 

Sequencing Project (ESP) (http://snp.gs.washington.edu/EVS/). Novel rare mutations (<1%) 

were confirmed in a second round of sequencing of the original DNA sample.  For novel 

missense mutations absent in controls and in public databases, their effect on the protein was 
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predicted in silico using the PolyPhen (Polymorphism Phenotyping; http://genetics. 

bwh.harvard.edu/pph/) and SIFT (Sorting Intolerant From Tolerant; http://sift.jcvi.org/) 

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

Cochlear immunohistochemistry and analysis of 
stereociliary bundle orientation 

Cochlea from E18.5 embryos were isolated under microscope and flat mounted, then 

fixed in 4% paraformaldehyde for 1 hour at room temperature, and washed 3X in PBS. 

Immunohistochemical staining was done as previously described. At least 30 cells for each 

row at the apical, middle or basal region of the organ of Corti were used for quantification per 

sample.  To determine stereociliary bundle orientation, a line was drawn through the middle of 

the “V”-shaped stereocilia (bisecting line). The angle formed between this line and the line 

parallel to the mediolateral axis was used for quantifications. In wild-type animals, this angle 

is close to 0 degrees. Stereocilia with a deviation from normal larger than 30º were considered 

to be misoriented. For statistical analysis, the 2 test was used to compare the distributions of 

the various subgroups of hair cells. 

Preparation of cell lysates and immunoblot analysis 

After 48 hrs in culture, cells were rinsed in ice-cold phosphate-buffered saline (PBS) 

and collected in cold lysis RIPA buffer (50 mM Tris-HCl pH 7.4, 150 mM NaCl, 1% Triton x-

100, 1% Sodium deoxycholate, 0.1% SDS, 1 mM EDTA) supplemented with protease 

inhibitors and spun at 13,000g at 4C for 15 min. Protein concentrations of the supernatant 

were determined using the bicinchoninic acid (BCA) assay. Endogenous Lrp6 in MEFS was 

detected using Phospho-specific LRP6 antibodies to the A site (S1490) obtained from Cell 

Signaling Technology (cat # 2568) and the VSVG-tagged hLRP6 in HEK293T cells using 

polyclonal anti-VSVG antibody obtained from Sigma-Aldrich Corporation (cat # V4888). ȕ-

Actin antibody was from NOVUS Biologicals, LLC (cat # NB600-501), secondary antibody to 

mouse (cat # ab6789) and rabbit (cat # ab6721) were obtained from abcam. 
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Cell cultures and cDNA expression constructs 

All cells were cultured in Dulbecco’s Modified Eagle’s medium with 10% FBS and 

1% antibiotic and antimycotic cocktail. The L cells that produce Wnt3a were a generous gift 

from Dr Sylvain Chemtob and those producing Wnt5a from Nicolas Pilon. To collect the 

conditioned medium (CM) (Wnt3a or Wnt5a) from cultures of Wnt3a/5a-producing L cells, 

we seeded these cells at a density of 1X106 cells in a 94mm dish containing a 1:1 mixture of 

DMEM and HAM F12 supplemented with 10% FCS, and cultured them for 4 days. Then CM 

was harvested, centrifuged at 1000 g for 10 min, and filtered through a nitrocellulose 

membrane. 

The pTOPFLASH (pGL3) vector was a generous gift from Nicolas Pilon. The pCS2-

VSVG-tagged wild-type LRP6 vector was kindly provided by Dr. Xi He. Mouse Lrp6, human 

DVL3 and human VANGL2 constructs were subcloned into the pCDNA3.1 Myc/His A and 

pCS2+ expression vectors respectively the SLIC method (49). Site directed mutagenesis was 

performed using the PfuTurbo® DNA Polymerase (Stratagene) as directed. Primers used for 

cloning and for site directed mutagenesis are provided upon request. 

TCF/LEF-1 Wnt/-catenin and JNK-AP-1 dependent 

reporter assays  

All mammalian cell transfections in HEK293T cellswere done using either 

Lipofectamine® 2000 Transfection Reagent or Polyethylenimine (PEI) and were performed in 

triplicates. For the Lef/Tcf reporter assay, HEK293T cells were transfected with [50 ng 

TOPFLASH/pGL3-OT, 10 ng pRL-TK and 100 ng of wild-type or mutant LRP6 constructs or 

pCS2 vector alone as control] per well in 24-well plates. Following transfection, cells were 

grown in DMEM/10%FBS overnight and in Wnt3a-enriched medium for another overnight 

before measuring the TCF/LEF-1 activity.   

For the JNK-AP-1 reporter assay, HEK293T cells were transfected with a total of [50 

ng TOPFLASH/pAP1-Luc, 100 ng DVL3 or 500 ng VANGL2, 10 ng pRL-TK, and increasing 

amounts (100-500ng) ofLRP6 constructs or pCS2 empty vector control] /well in 24-well 
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plates. For functional validation of LRP6 mutations, HEK293T cells were transfected with 

(100 ng pAP1-Luc, 10 ng TK-Renilla, and 100 ng of DVL3 constructs alone or with 500 ng 

LRP6 wild-type or empty pCS2 vector alone as control] DNA/well in 24-well plates. The 

assay was performed using the PathDetect Kit (Stratagene) according to manufacturer’s 

instructions (catalogue # 219074-51).   

MEFs were prepared from N5F1 embryos at E13.5 using standard procedures and were 

transfected with 10 g reporter vector (pGL3-OT or pAP1-Luc) and 5 g pRL-TK/60 mm 

dish by electroporation, and incubated overnight in DMEM/10%FBS and another overnight in 

Wnt 5a or Wnt3a conditioned medium. 

pRL-TK (Promega, cat # E224A), which encodes a Renilla luciferase gene 

downstream of a minimal HSV-TK promoter, was included in each transfection to control for 

transfection efficiency. Dual luciferase reporter assays were performed as described by the 

manufacturer (Promega, cat # E1960). 

Statistical analysis 

Two-tailed Fisher’s exact test was used for statistical analysis of genetic interaction 

data between Lrp6
Skax26-Jus and Vangl2

Lp. All reporter activity experiments were carried out at 

least three times. Data were represented as mean  SE. Significance of differences between 

two groups was tested either by β test or Student’s t test. A P value less than 0.05 was 

considered as significant. 
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FIGURE LEGEND 

 

Figure 1. Identification of the gene mutated in Skax26
m1Jus(A) Homozygosity mapping shows 

linkage of Skax26
m1Justo telomeric position of chromosome 6. The graph shows the percentage 

of homozygous mice for C57Bl/6J allele for each SNP (n= 149) for each chromosome (n=19). 

(B)  Haplotype analysis with 16 SNPs places the Skax26
m1Jus genecentromeric to rs3023102 at 

135.3 Mb on chromosome 6.  Black box, C57BL/6J (B6) allele. Open box, 129S6/SvEvTac 

allele (129S6). Black and open box, heterozygous for B6 and 129S6 alleles. H, haplotype (C) 

Chromatograms of partial sequences of exon 9 of Lrp6 show a c.2042T>G nucleotide change 

in Skax26
m1Jus / Skax26

m1Jus which leads to p.Ile681Arg in the encoded protein. (D) Partial 

protein alignments of mouse Lrp6 with 5 orthologues. The p.Ile681Arg variant maps to a 

highly a conserved region following an YWTD repeat (indicated in bold). Accession numbers: 

Homo sapiens LRP6 (hLRP6), NP_002327.2; Mus musculus Lrp6 (mLrp6), NP_032540.2; 

Rattus norvegicus Lrp6 (rLrp6), NP_001101362.1; Gallus gallus Lrp6 (cLrp6), XP_417286.3; 

Danio rerio Lrp6 (zLrp6), NP_001128156.1; Xenopus tropicalis Lrp6 (xLrp6), 

NP_001079233.1; Drosophila melanogaster Lrp6, (dArrow), NP_524737.2. 
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Figure 2. Functional validation of the mutant Lrp6p.Ile681Arg in wild-type, heterozygous and 

homozygous Lrp6
Skax26-Jus littermates and in HEK293T cells. A. TCF/LEF-1 activity was 

measured in E13.5mouse embryonic fibroblasts (MEFs) in the presence of Wnt3a.  

Heterozygous (n=7) and homozygous (n=5) MEFs showed a significantly increased reporter 

activity as compared to wild-type fibroblasts (n=5) (t test, P<0.05 and 

P<0.00001respectively). B. JNK-AP-1 activity was measured in E13.5 MEFs in the presence 

of Wnt5a. JNK activity was reduced by half in heterozygous MEFs (n=7) (P<0.05) and 

completely absent in homozygous cells (n=4) (P<0.05) as compared to wild-type littermates 

(n=4).  C. Representative western blots of 3 E13.5 embryos from each genotype (+/+, 

Lrp6
Skax26-Jus/+, Lrp6

Skax26-Jus/Lrp6
Skax26-Jus) show comparable levels of Lrp6 protein expression. 

D. TCF/LEF-1 activity was significantly increased in cells transfected with Lrp6
p.Ile681Arg 

cDNA as compared to wild-type Lrp6 (P<0.005). E. Co-transfection of the Lrp6
p.Ile681Arg 

cDNA with DVL3 resulted in a significant increase in its ability to inhibit Wnt5a- induced 

JNK activation (P<0.05). F. Representative western blot of HEK293T cells transfected with 

Lrp6
p.Ile681Arg cDNA shows a protein expression level that was comparable to the wild-type. 
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Figure 3.  Genetic interaction studies between Lrp6
Skax26-Jus and 

Vangl2
Lp. A. Lrp6

Skax26-Jus /Lrp6
Skax26-Jus E18.5 embryos displayed a 

kinky tail (arrow) but no neural tube defects (NTDs) as compared to 

their wild-type littermates. B. Lrp6
Skax26-Jus /+; Vangl2

Lp
 /+ double 

heterozygotes showed spina bifida (arrow) as compared to their 

wild-type littermates. C. Comparison of hair bundle orientation at 

the apical region of the organ of Corti in wild-type, Lrp6
Skax26-Jus 

/Lrp6
Skax26-Jusand Lrp6

Skax26-Jus /+; Vangl2
Lp

 /+ at E18.5 Top, 

Stereocilia labeled with phalloidin (green). Middle, Diagrams 

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

IHC, Inner hair cells; OHC1, Inner row of outer hair cells; OHC2, 

central row of outer hair cells; OHC3, outer row of outer hair cells. 

The genotype is indicated above each column of panels. Bottom, 

quantification of the IHC, OHC1, OHC2, and OHC3 bundle 

orientations for each of the three genotypes indicated above based on 

phalloidin staining. The convention for angular measurements is 

shown in the top right corner of the panel.Lrp6
Skax26-Jus

 /Lrp6
Skax26-

Jusshowed significant defects in OHC3 orientation and Lrp6
Skax26-Jus 

/+; Vangl2
Lp

 /+ showed significant defects in OHC2 and OHC3 

orientation as compared to their wild-type littermates. For statistical 

analysis, the 2 test was used to compare the distributions of the 

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

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

mutations p.Tyr306His, p.Tyr373Cys, p.Val1386Leu, and p.Tyr1541Cys. B. A partial 

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

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

sapiens LRP6 (hLRP6), NP_002327.2; Mus musculus Lrp6 (mLrp6), NP_032540.2; Rattus 

norvegius Lrp6 (rLrp6), NP_001101362.1; Gallus gallus Lrp6 (cLrp6), XP_417286.3; Danio 

rerio Lrp6 (zLrp6), NP_001128156.1; Xenopus tropicalis Lrp6 (xLrp6), NP_001079233.1; 

Drosophila melanogaster Lrp6, (dArrow), NP_524737.2. 
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Figure 5. Functional validation of NTD-associated mutations in LRP6 using TCF/LEF-1 

responsive Wnt/-catenin and JNK-AP-1 reporter assays. A. TCF/LEF-1 activity was 

significantly decreased in cells transfected with each of the LRP6
p.Tyr306His, LRP6

p.Tyr373Cys and 

LRP6
p.Val1386Leu cDNAs, as compared to wild-type LRP6 (t test, *, P<0.05). This activity was 

not affected in HEK293T cells transfected with the LRP6
p.Tyr1541Cys cDNA. B. A representative 

western blot analysis of HEK293T cells transfected with each of the 4 variants show protein 

expression levels for all LRP6 variants that were comparable to the wild-type. C. JNK-AP1-1 

activity was significantly inhibited by co-transfection of LRP6 with either DVL3 or VANGL2 

in the presence of Wnt5a in a dose dependent manner (t test *, P<0.05). D.   Co-transfection of 

each of LRP6
p.Tyr306His, LRP6

p.Tyr373Cys and LRP6
p.Val1386Leu cDNAs with DVL3in the presence 

of Wnt5a resulted in less inhibition of JNK-AP1-1 activity as compared to wild-type LRP6 (t 

test, *, P<0.05). LRP6
p.Tyr1541Cys behaved like the wild-type LRP6. 
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NA, not applicable. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table 1. Genotype-phenotypes studies in Lrp6
Skax26-Jus 

        Phenotype 

Mice N p.Ile681Arg  

genotype at Lrp6 

Kinky/Looped 

tail 

Neural tube 

defect 

          N1F1-N1F4 

adults 

112 12 +/+ 0 NA 

  30 +/- 1 (3%) NA 

  70 -/- 8 (11%) NA 

     

N5F1 adults 99 3 +/+ 0 NA 

  36 +/- 3 (8%) NA 

  60 -/- 32 (53%) NA 

     

N5F1 E12.5-

E18.5  

91 14 +/+ 0 0 

  30 +/- 2 (6%) 0 

  47 -/- 25 (53%) 0 
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Table 2. Analysis of the neural tube defect phenotype in genetic interaction 

studies between Lrp6
Skax26-Jus and Vangl2

Lp. 

 Phenotype 

Genotypea  N Kinky/Looped tail Spina Bifida 

+/+; +/+ 32 0 0 

    

+/+; Vangl2
Lp /+ 25 10 (40%) 0 

    

Lrp6
Skax26-Jus/+; +/+ 47 0 0 

   

Lrp6
Skax26-Jus/+; Vangl2

Lp 

/+ 

45 36 (80%)b 16 (36%)c 

a
Lrp6

Skax26-Jus and Vangl2
Lp embryos from N1, N4 and N5 were genotyped 

for the presence of p.Ile681Arg in Lrp6 and p.Ser464Asn in Vangl2
Lp 

respectively. 

b
P<0.005 

c
 P<0.001 
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ABSTRACT 

 BACKGROUND: Planar cell polarity (PCP) is a major branch of Wnt signaling that 

controls the process of convergent extension in gastrulation and neurulation. PCP defects were 

associated with neural tube defects (NTDs) that are the most common central nervous system 

anomalies. PCP signaling is highly dosage sensitive and exhibits an antagonistic relationship 

with the canonical Wnt/-catenin pathway.  Diversin, encoded by Ankrd6, is an ankyrin repeat 

protein that activates the non canonical PCP signaling and simultaneously inhibits the 

canonical pathway. METHODS: In this study, we analyzed this dual role of ANKRD6in 

NTDs. We sequenced its coding region in 473 NTD patients and 150 controls and we 

validated the effect of the identified variants on Wnt signaling using reporter assays in 

mammalian cells.  RESULTS: We identified four rare missensemutations in 0.8% of the NTD 

patients and 2 rare missense mutations in 1.3% of the controls. Notably, when all 6 mutations 

were validated, only two mutations identified in NTD patients, p.Pro548Leu, p.Arg632His, 

significantly altered DIVERSIN activity in Wnt signaling assays in a hypomorphic fashion. 

CONCLUSION: Rare missense mutations in ANKRD6could affect a balanced reciprocal 

antagonism between both Wnt pathways in neurulation and act as predisposing factors to 

NTDs in a subset of patients. 

Keywords 

ANKRD6; DIVERSIN; neural tube defects; planar cell polarity; Wnt/-catenin signaling 



 

115 

Introduction 

Planar cell polarity (PCP) signaling is one of the non-canonical Wnt signaling 

pathways that regulatethe process by which epithelial cells become polarized along the plane 

of the epithelium. It was first studied and described in detail in Drosophila where it controls 

the orientation of the sensory organ precursor cells of the notum, the ommatidial arrangement 

in the compound eye and the hair cells in the developing wing and abdomen (Simons and 

Mlodzik, 2008). PCP core members include the highly conserved transmembrane proteins 

frizzled (fz), the intracellular protein dishevelled (dsh), strabismus (stbm), Flamingo (fmn), 

Prickle (pk) and diego.  These PCP proteins form a membrane-associated signaling complex 

where their subcellular localization, amount and distribution are crucial for normal PCP 

signaling. Downstream effectors of this pathway include the small GTPases of the RhoA 

family and JNK that upon activation lead to a variety of cellular responses including 

cytoskeletal rearrangements (Simons and Mlodzik, 2008). In vertebrates, these members 

mediate the complex morphogenetic process of convergent extension that is essential for 

gastrulation and neural tube formation. During this process, cells elongate, move 

mediolaterally and intercalate between neighboring cells, leading to convergence towards the 

mediolateral axis and extension along the anteroposterior axis (Roszko et al., 2009).  Defects 

in convergent extension have been linked directly to failure of neural tube closure in mouse 

PCP mutants (Wallingford, 2005).  

Defects in PCP signaling in mouse and in humans have been associated mainly with 

neural tube defects (NTDs). These are the most common anomalies of the central nervous 

system affecting 1–2 per 1000 pregnancies (Bassuk and Kibar, 2009; Juriloff and Harris, 

2012).NTDs, including anencephaly and spina bifida, arise when the neural tube fails to close 

during neurulation early during development.  They are categorized into β major types: “open 

NTDs” where the nervous system and/or meninges are exposed to the environment without 

normal skin covering and “closed NTDs” where there is no exposed neural tissue. The latter is 

highly heterogeneous and is categorized clinically depending on the presence 

(lipomyeloschisis, lipomyelomeningocele, meningocele, and myelocystocele) or absence of a 

subcutaneous mass (split cord malformations, dermal sinus, and intradural lipoma) (Rossi et 
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al., 2004). The risk of NTDs is significantly reduced by 50-70% when supplemental folic acid 

is consumed in addition to a healthy diet before conception and during the first month of 

pregnancy (MRC Vitamin Study Research Group, 1991). NTDs have a multifactorial and 

complex etiology involving both environmental and genetic factors that remain largely 

undetermined. Genetic studies in NTDs have focused mainly on folate-related genes and on 

candidate genes derived from animal models (Bassuk and Kibar 2009). A few significant 

associations have been identified between variants in folate-related genes and an increased risk 

for NTDs (Blom et al., 2006) . Recent studies have addressed the possible role of epigenetic 

alterations including unbalanced DNA methylation in susceptibility to NTDs.  These 

alterations can affect expression levels of key neurulation genes and can be directly modified 

by various environmental insults or maternal dietary factors such as folate (Blom et al., 2006; 

Greene et al., 2011).  

Whereas some PCP proteins, such as Vangl2, are exclusively involved in the non 

canonical Wnt/ PCP pathway (Torban et al., 2004), others function in multiple Wnt pathways 

including the canonical Wnt/ ȕ-catenin dependent pathway (Schwarz-Romond et al., 2002; 

Bryja et al., 2009; Chien et al., 2009). In the latter, Wnt binds to Fz and Lrp5/6, and this is 

followed by Fz binding to Dishevelled (Dvl) in vertebrates.  Dvl then binds and destabilizes 

the ȕ-catenin destruction complex that consists of Axin/Conductin, the adenomatous polyposis 

coli (APC) tumor suppressor protein, and glycogen synthase kinase 3. This complex 

constitutively binds to ȕ-catenin and targets it for poly-ubiquitination and degradation in the 

proteosome. When the ȕ-catenin destruction complex is destabilized, ȕ-catenin accumulates in 

the nucleus, where it binds to members of LEF/TCF transcription factor family, preventing 

their repression of gene transcription and functioning as a transcription co-activator. The 

Wnt/ȕ-catenin signaling pathway has a crucial role in mediating cell proliferation and cell fate 

during development (Niehrs, 2012). A recent study of a conditional mouse knockout of ȕ-

catenin in the dorsal neural folds has demonstrated the importance of this pathway in caudal 

neural tube closure and elongation. In these knockout mice, a diminished expression of Pax3 

and Cdx2 at the dorsal posterior neuropore and of the Wnt/ȕ-catenin signaling target genes T, 

Tbx6 and Fgf8 at the tail bud lead to spina bifida aperta, caudal axis bending and tail 

truncation (Zhao et al. 2014).  
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 Ankrd6 (Ankyrin repeat domain 6) is a distant homolog of the fly PCP mediator diego 

and acts as a molecular switch between both Wnt pathways.  It promotes signaling of the non-

canonical Wnt/PCP pathway and simultaneously inhibits gene transcription through the 

canonical Wnt/ȕ-catenin pathway (Schwarz-Romond et al., 2002).  Diversin, encoded by 

Ankrd6, is a cytoplasmic protein with eight N-terminal ankyrin repeat domains, a conserved 

central domain and a C-terminal domain (Schwarz-Romond et al., 2002). In Drosophila, it was 

demonstrated that its orthologue diego specifically interacts with stbm and pk through its 

ankyrin repeats and with dsh through the 181 amino acids just after these repeats (Das et al., 

2004; Jenny et al., 2005). These interactions are essential for asymmetric formation and 

localisation of PCP multiprotein complexes. In vertebrates, Diversin interacts directly with 

Dvl through its ankyrin repeats and both proteins mediate Wnt/PCP signaling in a mutual 

manner in cell cultures and in zebrafish embryos (Moeller et al., 2006). The function of 

Diversin as a PCP activator seems to be mediated by its ankyrin repeat domain.  Notably, 

Diversin also binds to CKIε and Conductin or Axin through its central and C-terminal 

domains respectively.  This leads to recruitment of CKIε to the ȕ-catenin degradation complex 

leading to phosphorylation and degradation of ȕ-catenin and subsequent inhibition of ȕ-

catenin/TCF signaling (Schwarz-Romond et al., 2002).  The dual role of Diversin in both Wnt 

pathways seems to be specific to vertebrates; however, its physiological relevance in normal 

and abnormal development remains unclear. In this study, we studied the role of DIVERSIN as 

a molecular switch between both Wnt pathways in human NTDs. We first analysed the coding 

sequence of its gene ANKRD6 in a well characterized cohort of patients affected with various 

forms of open and closed NTDs and controls and we next evaluated the effect of rare novel 

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

Subjects and methods 

Our screening strategy of ANKRD6(NM_001242809.1) in human NTDs focused on its 

coding region that consists of 2184 nucleotides distributed over 15 exons. Our NTD cohort 

consisted of 391 NTD Italian patients and 82 patients (mainly French Canadians) affected with 

various forms of open and closed nonsyndromic or isolated NTDs (473)  who were 

respectively recruited at the Spina Bifida Center of the Gaslini Hospital in Genova, Italy and at 
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Sainte Justine Hospital in Montreal, Canada. Details of this cohort are provided elsewhere (De 

Marco et al., 2012). Briefly, 44% were males, 97 % were white Caucasians, the mean age at 

diagnosis was 2.6 years and the distribution of the major subgroups was 3% cranial, 52% open 

spinal, and 45% closed spinal NTDs. The control group consisted of 433 Italian individuals 

and 206 Caucasians of French-Canadian origin. Samples from patients and controls were 

collected with the approval of the Local Ethics Committees and written informed consent was 

obtained from all participating individuals. 

Rare mutations (minor allele frequency <5%) identified in ANKRD6 were verified in 

the 1000 Genomes project (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/) and the NHLBI GO Exome 

Sequencing Project (Exome Variant Server at evs.gs.washington.edu/EVS).  Initial 

bioinformatics analysis of these mutations was done using PolyPhen (Polymorphism 

Phenotyping; http://genetics. bwh.harvard.edu/pph/) and SIFT (Sorting Intolerant From 

Tolerant; http://sift.jcvi.org/) programs.  Functional validation of the effect of these mutations 

on protein interaction with each of VANGLβ, PK1, DVLγ, CKIε and Axin was done using the 

yeast two hybrid system as previously described (Kibar et al., 2007). The wild-type 

DIVERSIN open reading frame was cloned in pCDNA3.1 Myc/His A and the human 

mutations were introduced in this backbone by in site-directed mutagenesis. The effect of the 

DIVERSINvariants on PCP signaling and on canonical Wnt/ catenin signaling was tested 

using the AP1 responsive JNK reporter assay (PathDetect Kit, Stratagene) and the TCF/LEF-1 

responsive Wnt/-catenin assay using the TOPFLASH/pGL3-OT in mammalian HEK cells 

respectively as previously described (Allache et al., 2014). Briefly, HEK cells were transfected 

with [100 ng pAP1-Luc, 300 ng pSV-ȕ-Galactosidase, and 100 ng wild-type or mutant 

DIVERSINor empty pCDNA3.1 vector alone as control] DNA/well in 24-well plates. For the 

TCF/LEF-1 assay, HEK 293T cells were transfected with [150 ng TOPFLASH/pGL3-OT, 300 

ng pSV-ȕ-Galactosidase and 50 ng of wild-type DVL3, 100 ng of wild-type or mutant 

DIVERSINconstructs or pCDNA3.1 vector alone as control] per well in 24-well plates.All 

mammalian cell transfections were doneusing Polyethylenimine (PEI) and performed in 

triplicates. Following transfection, cells were grown in DMEM/10% FBS overnight and in 

Wnt5a-enriched medium (obtained from L Wnt-5a cells) or Wnt3a-enriched medium 
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(obtained from L Wnt-3a cells) for another overnight before measuring the TCF/LEF-1 or 

JNK-dependent AP1 activity respectively.  

RESULTS 

Mutation screening of ANKRD6 in NTD patients and 
controls 

 We have identified 4 novel rare missense mutations (c.1643C>T, c.1760G>A, 

c.1840G>A, c.1895G>A) in 4 NTD patients that were absent in 471 ethnically-matched 

controls.  The SNV c.1840G>A was reported once in the 1000 Genomes project and the SNV 

c.1895G>A was reported with a frequency of 0.02% (3/12664 chromosomes) in the NHLBI 

GO Exome Sequencing Project. All 4 mutations were detected in a heterozygous state in 

sporadic cases of NTDs. All variants mapped to the C terminal Axin/Conductin binding 

domain of the protein and 3 were predicted to be damaging to protein function using 

bioinformatics tools (PolyPhen or SIFT) (Table 1). None mapped close to the exon-intron 

junctions and thus most likely does not affect gene splicing.   

The c.1643C>T variant was identified in a 20 year old Italian female affected by right 

anterior thoracic meningocele, hydromyelia, intra-dural lipoma, multiple costo-vertebral 

malformations and  scoliosis. This variant changes a highly conserved proline residue into 

leucine at position 548 (p.Pro548Leu, Supplementary Figure 1). Proline and leucine are both 

nonpolar amino acids; however, proline-leucine substitution can be considered a 

nonconservative as the size of the hydrophobic side group is significantly increased.  The c. 

1760G>A variant was detected in a 7 year old female affected with sacral lipomyeloschisis 

and posterior meningocele. This mutation changes a weakly conserved arginine residue at 

position 587 by glutamine, a nonconservative substitution that removes the positive charge of 

the amino acid side chain and changes its size (p.Arg587Gln, Supplementary Figure 1). The 

c.1840G>A variant was detected in a 28 year old Italian female affected with sacral 

lipomyeloschisis, bilateral flat feet and scoliosis.It changes a moderately conserved valine 

residue at position 614 to an isoleucine (p.Val614Ile, Supplementary Figure 1). Although a 

substitution with isoleucine preserves the hydrophobic character of valine, it introduces a 
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bulky side chain, which may have structural or functional consequences. The c.1895G>A 

variant was detected in a 12 year old Italian male with caudal agenesis which is a partial 

agenesis of sacrum, total agenesis of coccyx, tethered cord, lipoma of the filum, hydromelia 

and ano-rectal malformations (Rossi et al. 2004). This mutation changes a moderately 

conserved arginine residue at position 632 into a histidine (p.Arg632His, Supplementary 

Figure 1). This substitution is conservative; however, histidine is a medium size less polar 

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

To compare the frequency of rare mutations in ANKRD6in NTD patients versus 

controls, we sequenced the whole coding region of this gene in 150 ethnically matched 

controls.  We identified 2 rare variants in 2 controls: c.505C>T and c.1397 T>G that lead to 

p.Leu169Phe and p.Val466Gly respectively (data not shown).  Only the variant, p.Leu169Phe, 

was reported with a MAF of 0.1 % (2 in 1258 chromosomes) in the 1000 Genomes project. 

 

Functional validation of rare mutations identified in 
ANKRD6 

We first tested the functional effects of each of the 4 NTD variants detected in 

ANKRD6 on the direct interaction of its encoded protein DIVERSIN with members of the non 

canonical/PCP (VANGLβ, PK1 and DVLγ) and the canonical Wnt/B catenin (CKIε and Axin) 

pathways using the yeast two hybrid system. All constructs, except for CKIε, were expressed 

at stable levels in yeast cells (data not shown). All interactions between wild-type constructs 

were confirmed in our study including the interaction of DIVERSIN with each of VANGL2 

and PK1 previously demonstrated only in Drosophila  (Das et al., 2004).  None of the 4 NTD 

variants detected in DIVERSIN in our cohort affected the various interactions tested, 

suggesting the lack of effect on this specific functional aspect of the protein. All Y2H results 

are summarized in Supplementary Table1. 

 

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

canonical Wnt/PCP pathway and simultaneously inhibits the Wnt/ catenin pathway 
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(Schwarz-Romond et al. 2002). We consequently tested the effect of the four 

DIVERSINvariants identified in NTD patients (DIVp.Pro548Leu, DIVp.Arg587Gln, DIVp.Val614Ile, 

DIVp.Arg632His) on final readouts of both pathways. For PCP signaling, activity of JNK in the 

presence of the well known PCP activator Wnt5A was assayed using the AP1 responsive JNK 

reporter assay in mammalian HEK293T cells. JNK activity was increased to ~4.5X by wild-

type DIVERSIN transfection in the presence of Wnt5A (Figure 1A), in agreement with 

previous studies. Notably, this activity was significantly lower in cells transfected with each of 

the DIVp.Pro548Leu and DIVp.Arg632His cDNAs compared to wild-type DIVERSIN, suggesting a 

hypomorphic activity for each of these mutants (P<0.01 and P<0.05 respectively) (Figure 1A). 

The other 2 variants DIVp.Arg587Gln, DIVp.Val614Ile, behaved like the wild-type allele (Figure 1A). 

Protein expression levels for all Myc-tagged DIVERSIN variants were similar to the wild-type 

(Fig. 1E). 

For investigating the effect of the 4 DIVERSIN NTD-associated variants on canonical 

Wnt/ catenin signaling, the TCF/LEF-1 responsive Wnt/-catenin assay using the 

TOPFLASH/pGL3-OT in mammalian HEK cells was used. It was previously shown that 

DIVERSIN inhibits DVL3 activation of the Wnt canonical pathway in the presence of Wnt3A 

and DVL3(Schwarz-Romond et al. 2002).We consequently tested the effect of the four 

DIVERSIN variants detected in human NTDs on this inhibitory role. Transient over-

expression of a full-length myc-tagged DVL3 construct in HEK293T cells in the presence of 

WntγA gave robust activation of the TCF/ȕ-catenin-dependent luciferase (Figure 1C). This 

activation was significantly inhibited by co-transfection of wild-typeDIVERSIN cDNA (P< 

0.05 compared to DVL3 alone) (Figure 1C). When DVL3 was co-transfected with each of the 

DIVp.Pro548Leu and DIVp.Arg632His variants, a significant reduction in the ability of the 

mutantDIVERSIN to inhibit TCF/LEF-1 activation by DVL3 was observed (P<0.01 and 

P<0.05 respectively) (Figure 1C). The other 2 variants DIVp.Arg587Gln, DIVp.Val614Ile, behaved 

like the wild-type allele (Figure 1C). This is in agreement with results from the PCP/ JNK 

activation assay, confirming that DIVp.Pro548Leu and DIVp.Arg632His act as hypomorphs and are 

most likely pathogenic.  

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

controls, p.Leu169Phe and p.Val466Gly, to those identified in NTD patients, we validated 
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them using the TCF/LEF-1 responsive Wnt/-catenin and the AP1 responsive JNK reporter 

assays as described above.  Both variants identified in controls behaved like the wild-type 

allele in both assays suggesting that they do not affect protein function in canonical and non 

canonical Wnt signaling pathways (Figure 1 B, D). Protein expression levels for both Myc-

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

Discussion 

Genetic studies in animal models clearly demonstrate the presence of an antagonism 

between both Wnt pathways that is tightly regulated by a group of proteins includingDiversin 

and Lrp6 (Schwarz-Romond et al. 2002; Chien et al. 2009; Niehrs 2012). The role of this 

antagonism in normal and abnormal developmental processes remains largely undetermined. 

In a recent study by our group, we demonstrated the association of rare and novel missense 

mutations in LRP6 with human NTDs (Allache et al. 2014).  Lrp6 has an opposite regulatory 

role in Wnt signaling to Diversin: it activates the canonical Wnt pathway while simultaneously 

inhibiting the PCP pathway. We showed that three LRP6 mutations in NTDs affected both 

Wnt pathways reciprocally and led to a reduced Wnt canonical activity and enhanced PCP 

signaling. In this study, we identified 2 hypomorphic variants in DIVERSIN in human NTDs 

that also affect both Wnt pathways, where they led to reduced PCP signaling and enhanced 

Wnt canonical activity. These recent data on this group of molecular switches provide 

important insights into the role of a tightly regulated and highly dosage sensitive antagonism 

between both Wnt pathways in neurulation.  

We hypothesize that the two hypomorphic variants detected in DIVERSIN in NTDs 

could lead to lessrecruitmentof the ȕ-catenin degradation complex causing an over-

activationof the Wnt canonicalpathway and simultaneous inhibition of Wnt/ PCP signaling, 

resulting in defects in neural tube formation.  Alternatively, these two variants could have a 

direct effect on PCP signaling since it was demonstrated in Drosophila that diego binds 

directly to dishevelled and promotes frizzled signalling (Jenny et al. 2005). Additional 

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

neurulation.  

Two other rare variants identified in DIVERSIN in NTD patients did not affect the 

protein function in any of the validation assays used in this study. These variants could be 

either non pathogenic or could represent very weak alleles and the funtional assays we used 

were not sensitive enough to detect a difference. Additional studies in complementary in vivo 

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

While the difference in rare mutation frequency between NTD patients ( 4 in 473) and 

controls ( 2 in 150) is not statistically significant, it is interesting that both variants identified 

in the controls mapped to the ankyrin repeats and CKIε binding domains while all 4 NTD-

associated variants clustered in the C terminal Axin/Conductin binding domain of the protein. 

Both variants identified in controls did not affect either PCP signaling or Wnt/-catenin 

signaling in the reporter assays used in this study. One could argue that these variants could 

represent weak alleles whose effects cannot be detected in the used assays; however, the fact 

that these variants were detected in apparently healthy controls increases the likelihood that 

they are not pathogenic. Genetic and functional studies in larger cohorts are needed before 

drawing major conclusions on the role of novel rare variants in this gene in NTD cases versus 

controls.  

Although more than 200 genes are known to cause NTDs in mice (Juriloff and Harris 

2012), there has been rather limited progress in delineating the molecular basis underlying 

most human NTDs. Genetic studies in human cohorts have focused primarily on candidate 

genes derived from mouse models and were relatively successful in associating variants in 

PCP genes including VANGL1, PK1, and CELSR1 with a small fraction (1-2%) of NTD cases 

(Kibar et al., 2007; Bosoi et al., 2011).  In all of these studies, genetic variants at PCP genes 

were incompletely penetrant and it was hypothesized that they must interact with other genes 

to modulate the incidence and severity of the disease. In this study, we present additional 

evidence for the role of an activator of PCP signaling, ANKRD6, as a predisposing genetic 

factor to a small fraction of NTDs. Unfortunately, parents of NTD patients carrying 

ANKRD6novel mutations were not available for segregation analyses. Both patients who 
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carried hypomorphic variants in ANKRD6 did not represent classical isolated NTDs. In 

addition to their NTDs, one patient had multiple costo-vertebral malformations and scoliosis 

and the other patient had agenesis of the sacrum and coccyx and ano-rectal malformations. 

This polymalformative phenotype could reflect a pleiotropic effect of the gene and/or the 

presence of distinct genetic modifiers. Notably, one patient carrying the DIVp.Pro548Leu 

(c.1643C>T) variant was also heterozygous for a potentially pathogenic de novo null mutation, 

p.Cys615X (c.1843_1844insA), in FZD6(De Marco et al., 2012). It will be interesting to 

examine if these two mutations might act in combination to confer a high risk for developing 

NTDs. Future studies aimed at investigating genetic interactions among PCP novel rare 

variants identified in NTD patients and aggregation of these rare variants as a class in patients 

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

pathogenesis. 
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FIGURE LEGEND

 

Figure 1. Functional validation of rare variants detected in DIVERSIN in NTD patients and 

controls using JNK-AP-1 responsive and TCF/LEF-1 responsive Wnt/-catenin and reporter 

assays. A-B. JNK-dependent AP1activity was significantly decreased in cells transfected with 

each of the DIVp.Pro548Leu and DIVp.Arg632His cDNAs, as compared to wild-type DIVERSIN (A). 

This activity was not affected in HEK cells transfected with either DIVp.Arg587Gln or 

DIVp.Val614Ile from NTD patients (A) or DIVp.Leu169Phe and DIVp.Val466Gly cDNAs from controls 

(B). C-D. TCF/LEF-1 activity in the presence of Wnt3a was significantly inhibited by co-

transfection of DIVERSIN with DVL3. Co-transfection of each DIVp.Pro548Leu and 

DIVp.Arg632His with DVL3 in the presence of Wnt3a significantly reduced this inhibitory effect 

(C). DIVp.Leu169Phe and DIVp.Val466Gly cDNAs from NTD patients (C) or DIVp.Leu169Phe and 

DIVp.Val466Gly cDNAs from controls (D) behaved like the wild-type DIV in the TCF/LEF-1 

reporter assay. E-F. Representative western blots of HEK cells transfected with each of the 

myc-tagged DIVERSIN variants detected in NTD patients (E) and in controls (F) show protein 

expression levels that were comparable to the wild-type. Statistical analysis was done using 

the student’s t- test; *, P>0.05. 
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Supplementary Figure 1. Rare novel variants in DIVERSIN in human neural tube defects 

(NTDs).  A. A schematic representation of DIVERSIN.  The approximate positions of the rare 

missense mutations identified in NTD patients (p.Pro548Leu, p.Arg560Gln, p.Val614Ile, and 

p.Arg632His) (indicated in bold) and in controls (p.Leu169Phe and p.Val 466Gly) (indicated 

in Italics) are shown. B. A partial alignment of human DIVERSIN with 5 other orthologous 

sequences. Altered amino acid residues are indicated by arrows. Accession numbers: Homo 

sapiens DIVERSIN (hDIV), NP_001229738.1; Mus musculus Diversin (mDiv), 

NP_001012453.1; Rattus norvegius Diversin (rDiv), NP_001128441.1; Danio rerio Diversin 

(zDiv), NP_919404.1; Xenopus tropicalis Diversin (xDiv), NP_001106372.1; Drosophila 

melanogaster Diego, (dDiego), NP_724973.1. 
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ABSTRACT 

Background: Neural tube defects (NTDs), including anencephaly and spina bifida, have a 

complex etiology. Defects in the planar cell polarity (PCP) signaling pathway have been 

strongly associated with NTDs in animal models and human cohorts. In this genetic study, we 

examined the core PCP gene CELSR1 in NTDs and caudal agenesis cases to determine 

whether mutations at this gene predispose to these defects. 

Methods: We sequenced the coding region and the exon-intron junctions of CELSR1 in a 

cohort of 473 patients affected with various forms of open and closed NTDs (412) or caudal 

agenesis (61). Novel and rare variants (<1%) were genotyped in a cohort of 639 ethnically-

matched individuals. The effect of novel missense mutations absent in controls and in public 

databases on protein function was predicted in silico. 

Results:  We identified in our cohort one nonsense mutation in exon 1 of CELSR1 that 

truncates the majority of the protein in one NTD patient and one in-frame 12 bp deletion that 

removes a putative PKC phosphorylation“SSR” motif in one caudal agenesis patient. We also 

detected a total of 13 novel missense variants in 12 patients (11 NTDs and 1 caudal agenesis) 

that were predicted to be pathogenic in silico.  

Conclusions: We detected novel CELSR1 mutations predicted to be pathogenic in 2.9% of our 

NTD cohort and 3.3% of our caudal agenesis cohort. Our findings implicate CELSR1 as a risk 

factor for NTDs or caudal agenesis and provide additional evidence for a pathogenic role of 

PCP signaling in these malformations. 
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Introduction 

 Neural tube defects are the most common and severe malformations of the central 

nervous system, affecting 1-2/1000 live births. They result from failure of neural tube closure 

early during embryogenesis, which could occur at any level along the rostrocaudal axis. The 

two most common NTDs are anencephaly and myelomeningocele (spina bifida) that affect the 

cranial and spinal region of the neural tube respectively (Bassuk and Kibar, 2009). 

Anencephaly is characterized by complete absence of the skull and is invariably lethal.  

Myelomeningocele (MMC), which is most commonly lumbosacral, involves the protrusion of 

the spinal cord through a bony defect within a sac-like membrane that contains cerebrospinal 

fluid. MMC is compatible with life buts leads to severe and life-long physical and 

developmental disabilities. Anencephaly and MMC are referred to as “open” NTDs where the 

nervous system and/or meninges are exposed to the environment without normal skin 

covering.  A heterogeneous group of “closed” NTDs involves no exposed neural tissue or 

visible cystic mass and is categorized clinically depending on the presence (lipomyeloschisis, 

lipomyelomeningocele, meningocele, and myelocystocele) or absence of a subcutaneous mass 

(split cord malformations, dermal sinus, and intradural lipoma). Although periconceptional 

folic acid supplementation has significantly reduced the frequency of NTDs, roughly 30% of 

NTDs appear resistant to folic acid and these devastating conditions still affect thousands of 

families each year (Bassuk and Kibar, 2009). Caudal agenesis is a heterogeneous constellation 

of anomalies comprising total or partial agenesis of the spinal column, anal imperforation, 

genital anomalies, bilateral renal dysplasia or aplasia, pulmonary hypoplasia, and lower limb 

abnormalities (Rossi et al., 2004). Caudal regression is thought to arise from a defect in 

gastrulation leading to a deficiency of caudal mesoderm (Aslan et al., 2001). It has been 

suggested that there is an etiological relationship between NTDs and caudal agenesis and they 

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

 There are few reported associations of NTDs with chromosomal abnormalities and 

distinct syndromes. Most cases of NTDs are sporadic with a complex etiology involving both 

environmental and genetic factors that remain largely uncharacterized (Bassuk and Kibar, 

2009). Of the genes that have been associated with NTDs, planar cell polarity (PCP) genes 
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have been implicated as predisposing factors in a fraction of isolated NTDs (Kibar et al., 2007; 

2009; 2011; Bosoi et al., 2011; Seo et al., 2011). The PCP pathway, also called the non-

canonical Frizzled/Dishevelled pathway, controls the polarity of cells within the plane of an 

epithelium in numerous tissues in both Drosophila and vertebrates. A group of “core” PCP 

genes was initially identified in the fly and include: frizzled (fz), dishevelled (dvl), vang gogh/ 

strabismus(vang/stbm), flamingo (fmi), prickle (pk) and diego (dg) (Simons and Mlodzik, 

2008). These genes are highly conserved in vertebrates where they mediate a complex 

morphogenetic process called convergent extension (CE) during gastrulation and neurulation. 

CE reflects a polarized cellular rearrangement that leads to the narrowing and lengthening of 

the embryonic axis during gastrulation and of the neural plate during neurulation. Mutations in 

PCP genes lead to a wide range of developmental defects mainly a shortened body axis, a 

widened neural plate and neural tube defects (Simons and Mlodzik, 2008).  In humans, rare 

and novel mutations at VANGL1, VANGL2 and PRICKLE1 (homologs of Vang/Stbm and Pk 

respectively) were associated with NTDs in a subset of patients (Kibar et al., 2007; 2009; 

2011; Bosoi et al., 2011).  

 CELSR1-3 (for Cadherin EGF LAG Seven-pass G-type Receptor1-3), homologs of the 

PCP core gene Fmi, are evolutionary conserved seven-pass transmembrane receptors that 

belong to the cadherin superfamily.  Cadherins are calcium-dependent cell adhesion molecules 

that are implicated in many biological processes, including cell signaling during 

embryogenesis, and the formation of neural circuits. CELSR proteins contain nine N-terminal 

cadherin repeats, followed by eight EGF-like domains, seven putative transmembrane 

segments and an anonymous intracellular C-terminus (Takeichi, 2007).  Celsr1–3 are broadly 

expressed in the nervous system at early developmental stages, and each paralog showed 

characteristic expression patterns in the developing CNS (Tissir et al., 2002). To date, only 

Celsr1 was shown to cause NTDs when mutated in mice. In fact, homozygous mouse mutants 

generated by N-ethyl-N-nitrosurea (ENU) and carrying missense mutations within the coding 

region of Celsr1 exhibit a severe form of NTDs called craniorachischisis where the neural tube 

remains open from the midbrain/hindbrain boundary throughout the spinal region (Curtin et 

al., 2003). In zebrafish, knockdown of the Celsr1 homologous gene product with antisense 

morpholino oligonucleotides caused CE defects manifested mainly by marked shortening of 



 

136 

the anteroposterior axis (Formstone et al., 2005). Given these data, along with the strong 

implication of PCP signaling in NTDs, we hypothesized that CELSR1 mutations might 

increase the risk for NTDs in a proportion of affected cases and that they might also affect risk 

for caudal agenesis. 

Subjects and Methods 
 The patients cohort consisted of 391 Italian patients recruited at the Spina Bifida 

Center of the Gaslini Hospital in Genova, Italy and 82 patients (mainly French Canadians) 

recruited at Sainte Justine Hospital in Montreal, Canada. The majority of patients included in 

this cohort (97%) were white Caucasians. Details of this cohort were as previously described 

(Supplementary Table I; De Marco et al., 2011). Patients (N=473) were affected with non-

syndromic or isolated NTDs (412) or caudal agenesis (61) and were diagnosed according to 

Tortori-Donati classification (Tortori-Donati et al., 2000; Rossi et al., 2004; 2006).  The 

distribution of the major subgroups in the NTD cohort was as follows:  3% cranial, 52% open 

spinal and 45% closed spinal NTDs.  Myelomeningocele was the major NTD present in the 

NTD cohort at a frequency of 52%. All caudal agenesis patients included in this study had 

spinal defects. Around 19% of patients had a positive family history documented by clinical 

records (MRI and X-ray images). The control group consisted of 639 ethnically-matched 

individuals including 433 Italian individuals and 206 Caucasians of French-Canadian origin. 

Samples from patients and controls were collected with the approval of the Local Ethics 

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

 Our screening strategy of CELSR1 focused on the coding exons where most of the 

disease-associated mutations are found (Stenson et al., 2009).  The entire coding region of 

CELSR1 of 9042 nucleotides is distributed over 35 exons (GeneBank accession number 

AF231024; ENST00000262738). The coding region of CELSR1 along with the exon-intron 

junctions were amplified in 42 PCR amplicons and sequenced using the Big Dye Terminator 

Ready Reaction Mix (ABI, Carlsbad, California, USA). Samples were run on the ABI Prism 

Big Dye Systems at the Genome Quebec Innovation Center (Montréal, Québec, Canada) and 

analyzed using the SeqMan® sequence assembly and SNP discovery software (DNASTAR®, 

Madison, Wisconsin, USA). All sequence variations were queried against three public 
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databases: the dbSNP (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp), the 1000 genome project 

(http://www.1000genomes.org) and the NHLBI GO Exome Sequencing Project (ESP) 

(http://snp.gs.washington.edu/EVS/). Novel rare mutations (<1%) were confirmed in a second 

round of sequencing of the original DNA sample. The level of conservation of affected 

residues was evaluated following multiple alignment of 7 orthologous CELSR1 proteins 

(human, dog, cow, mouse, rat, zebrafish and fly) using the CLUSTALW program (http://npsa-

pbil.ibcp.fr) (data not shown).  The potential pathogenic impact of novel rare mutations 

identified in CELSR1 was first validated genetically using allelic association (i.e. absence of 

the variant in healthy control subjects). For novel missense mutations absent in controls and in 

public databases, their effect on the protein was predicted in silico using the PolyPhen 

(Polymorphism Phenotyping; http://genetics. bwh.harvard.edu/pph/) and SIFT (Sorting 

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

RESULTS 
 Here, we report a genetic molecular study of CELSR1 by re-sequencing analysis in a 

large multi-ethnic cohort of patients. We included both open and closed forms of NTDs and 

caudal agenesis in our study to test the hypothesis whether a defective PCP signaling resulting 

from mutations in CELSR1 could represent a common underlying pathogenic mechanism. We 

detected a total of 30 novel rare mutations (<1%) in CELSR1 in 32 patients that were not 

reported in the public databases (Table I) (Fig.1). Detailed clinical information on these 

patients is listed in Supplementary Table II. The DNA mutation and amino acid numbering 

systems are based on CELSR1 cDNA sequence with the accession NM_014246 and CELSR1 

protein sequence with the accession NP_055061.1 respectively. Nucleotide numbering reflects 

cDNA numbering with +1 corresponding to the A of the ATG translation initiation codon in 

the reference sequence. All of these mutations (except p.Asn2230Ser) were detected in a 

heterozygous state and most of them were private. None of these mutations mapped close to 

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

 Of these novel and rare CELSR1 mutations detected in our cohort, 27 were absent in all 

controls analyzed and included a 12 bp in frame deletion in exon 34 (c.8887_8898del12), one 

nonsense mutation in exon 1 (p.Gln834X) and 25 missense mutations distributed along the 
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entire gene (Table I, groups 1 and 2) (Fig. 1A-C). The in-frame deletion in exon 34 

(c.8887_8898del12) was detected in a male affected by caudal agenesis type II (according to 

Pang classification) with hydromyelia and tethered cord. The chromatogram of this deletion is 

depicted in Fig.1C. The mother was affected by congenital scoliosis and a maternal second 

degree cousin was born with club feet malformation.  The deletion was detected in the mother 

and absent in the father. Although in-frame, this deletion, p.Ser2963_Thr2966del, is 

particularly interesting as it affects 4 highly conserved residues “SSRT” and importantly it 

removes an “SSR” motif that was identified as a putative phosphrylation site by PKC after 

scanning the sequence of the cytoplasmic part of CELSR1 against PROSITE patterns and 

profiles (prosite.expasy.org) (Fig.1D). 

 The variant p.Gln834X was detected in a sporadic case affected with 

myelomeningocele localized in D12-L1, Chiari II malformation, hydrocephalus and 

hydromyelia. The chromatogram of this deletion is shown in Fig.1B. This variant was detected 

in the apparently normal father. This nonsense mutation occurs in the Cadherin 6 domain in 

exon 1 and truncates the majority (~3/4) of the protein. To our knowledge, this is the first 

description of a truncating mutation in CELSR1 in a pathological condition, in this case NTDs. 

The dbSNP database includes one entry (rs142032661) in exon 14 of CELSR1 that represents 

a frameshift deletion, c.5884delG, predicted to lead to a premature truncation. However, this 

variant was reported only once and was not validated by the submitter, presenting most likely 

an artifact of alignment errors in short mononucleotide runs. No nonsense mutation or 

frameshift truncating deletion or insertion was reported for CELSR1 in the~2500 exomes 

included in the NHLBI Exome Sequencing Project. 

 A total of 13 rare and novel missense mutations detected in 12 patients (11 NTDs and 1 

caudal agenesis) and absent in controls were predicted  to be damaging or having functional 

relevance according to the PolyPhen or/and SIFT programs (group 1, Table I). The majority of 

these mutations affected highly conserved amino acid residues among CELSR1 orthologues 

(data not shown) and were nonconservative. Five of these variants, p.Arg541Trp, 

p.Val551Met, p.Arg835Cys, pVal1008Leu and p.Arg1456Gln, were conserved across all 6 

vertebrates analyzed (data not shown). Interestingly, one of these variants, pVal1008Leu, was 
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also conserved in the fly and mapped to the cadherin repeat of the extracellular domain of 

CELSR1, the same domain where two previously-identified ENU–induced mouse mutations 

(p.Asp1040Gly and p.Asp1110Lys) were detected (Curtin et al., 2003). 

 A total of 12 novel and rare missense mutations were identified in 14 patients (10 

NTDs and 4 caudal agenesis) and absent in all controls analyzed and in public databases were 

predicted to be tolerated or benign based on Polyphen and SIFT analyses (group 2, Table I). In 

addition, we detected 3 novel rare variants in CELSR1 in 5 NTD patients that were present in 

our controls’ group (also at a rare frequency), and two of which were predicted to be 

pathogenic based on bioinformatics analyses (group 3, Table I). Group 2 and group 3 variants 

of CELSR1 listed in Table I were kept unclassified as their potential pathogenicity was not 

supported by both genetic and bioinformatics analyses.  

 In addition to these 30 novel and rare mutations identified in CELSR1 in our 

patients’cohort, we detected in this gene two novel common variants, p.Asn1884Ser and p. 

Ser2919Asn, at a frequency of 1.9% and 11.9% respectively. These two variants were not 

conserved and were predicted to be tolerated or benign based on Polyphen and SIFT analyses 

(data not shown). We next tested for association between common variants in CELSR1 and 

human NTDs. Our case group consisted of 164 Italian patients affected with 

myelomeningocele (the major NTD subtype and major ethnic group in our cohort) and our 

control group included 184 ethnically-matched controls. SNPs included in this analysis 

consisted of the 2 novel variants detected in CELSR1 (p.Asn1884Ser and p. Ser2919Asn), 3 

common SNPs previously reported and predicted to be pathogenic in silico (rs11704506, 

rs4823561, rs4823850) and 10 tagSNPs selected from the HapMap CEU population 

(rs9615969, rs8138290, rs6008793, rs9615358, rs10470293, rs6520023, rs2223515, 

rs9616036, rs9616040, rs5767253) (data not shown). No significant association was detected 

between any of these SNPs and the myelomeningocele phenotype, consistent with previous 

findings (Wen et al., 2010). Genetic studies of common variants at CELSR1 in larger NTD 

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

 A large number of candidate gene studies in animal models and human cohorts support 

an important role for the PCP pathway in the pathogenesis of NTDs. In this study, we analysed 

one core PCP gene CELSR1 in a large cohort of various types of open and closed NTDs and 

caudal agenesis. We detected in our cohort a total of 13 novel missense variants in CELSR1 

that were predicted to be pathogenic in silico. Importantly, we identified for the first time a 

nonsense mutation, p.Gln834X, in CELSR1 in an NTD patient. This mutation removes the 

majority of the protein (aa834- aa3013) including the central portion of the protein that 

normally interacts with Fz and its cytoplasmic C-tail important for homotypic intracellular 

interactions of Celsr1 during PCP signalling (Chen et al., 2008).  While the impact of the 

p.Gln834X truncation will need to be evaluated, it is quite plausible that the truncation could 

affect CELSR1’s role in PCP by affecting its interaction with Fz and/or homotypic 

intracellular interactions; alternatively, the truncated form of the protein could acquire novel 

toxic roles in established or unknown abnormal interactions.  

 We also detected in our caudal agenesis cohort one in-frame 12 bp deletion, 

p.Ser2963_Thr2966del, that removes a putative PKC phosphorylation “SSR” motif. 

TheCELSR1protein is predicted to contain seven membrane spanning domains having 

homology to a group of peptide hormone binding G-protein coupled receptors (GPCRs) (Usui 

et al., 1999). Structurally, GPCRs are characterized by an extracellular N-terminus, followed 

by seven transmembrane α-helices and an intracellular C-terminus. The C-terminus of GPCRs 

often contains serine (Ser) or threonine (Thr) residues that, when phosphorylated, increase the 

affinity of the intracellular surface for the binding of scaffolding proteins. Removal of these 

phosphorylation sites could affect this affinity and downstream signalling pathways (Tobin et 

al., 2008). 

 Both CELSR1 variants, p.Gln834X and p.Ser2963_Thr2966del, were detected in one 

unaffected parent. The variant p.Ser2963_Thr2966del segregated with the caudal agenesis 

phenotype in the affected proband and with scoliosis in the mother. Our findings are consistent 

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

Robinson et al., 2011).  

 We detected novel rare CELSR1 variants in both open (13 myelomeningocele) and 

closed (3 lipoma, 2 tight filum terminale, 2 lipomyelomeningocele, 3 lipomyelocele, 1 

diastematomyelia and 2 of unknown type) forms of NTDs and in 6 cases of caudal agenesis, 

suggesting potential common molecular etiologies. Even if NTD patients presented with 

various and distinct phenotypes, they were all diagnosed clinically as being affected with 

NTDs based on the classification of Tortori-Donati et al. (2000) and Rossi et al. (2004; 2006). 

One mutation, p.Asn2230Ser, was identified in two sisters affected with myelomeningocele. 

Two patients were compound heterozygotes for mutations in CELSR1: one patient affected 

with lipoma and tethered cord was heterozygous for p.Ser2190Leu and p.Ala2228Val, and 

another patient affected with lipomyelomeningocele was heterozygous for p.Thr1443Pro and 

p.Pro2937Leu.  

 Our cohort in this study overlapped with the cohorts used in our previous studies of 3 

other PCP genes, VANGL1, VANGL2 and PRICKLE1 (Kibar et al., 2007; 2009; 2011; Bosoi et 

al., 2011). We identified two patients that were double heterozygotes for variants in VANGL1 

and CELSR1: p.Arg175Trp (VANGL1) and p.Arg2229Cys (CELSR1) were detected in one 

patient affected withmyelomeningocele, Chiari II malformation and hydrocephalus; and p. 

Glu25Lys (VANGL1) and p. Asp1889Asn (CELSR1) in one patient affected with spinal 

lipoma.  As additional sequencing data will be available for PCP genes in NTD cohorts, the 

list of patients carrying novel and rare mutations in more than one PCP gene will keep 

expanding. While additional tests are needed to demonstrate pathogenicity of these PCP 

mutations and potential genetic interactions among them, these findings are consistent with the 

multifactorial model proposed for NTDs where mutations at many genes interact among each 

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

 Novel rare CELSR1 variants identified in our study were detected in 27 sporadic cases 

(21 NTDs, 6 caudal agenesis) and 5 familial NTD cases. For familial cases carrying PCP 

mutations, PCP testing seems to hold promise as a clinical tool where identification of 

mutations in PCP genes would permit better counseling strategies for recurrence risks for 
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families affected with NTDs. Since PCP mutations are not completely penetrant (andmost of 

the time present in one of the unaffected parents), it would still not be possible to offer an 

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

 The number of NTD patients carrying novel CELSR1 mutations predicted to be 

pathogenic that we detected in this study (12 of 412; 2.9%) is comparable to other studies of 

PCP genes in NTDs (1% for VANGL2; 2.1% and 1% for VANGL1 and  0.8% for PRICKLE1) 

(Kibar et al., 2007; 2009; 2011; Bosoi et al., 2011). The major form of NTDs in our cohort 

was myelomeningocele (MMC) (52% or 214/412 patients) that represents the most common 

form of NTDs.  When analyzed separately, a total of 13 MMC patients (6% or 13/214) carried 

novel and rare mutations in CELSR1 that included one nonsense mutation and 4 missense 

mutations predicted to be pathogenic in silico.  For the caudal agenesis cohort, a total of 6 

caudal agenesis patients (9.8% or 6/61) carried novel and rare mutations in CELSR1, that 

included one in-frame 12 bp deletions and one missense mutation predicted to be pathogenic 

in silico. 

 Our findings are consistent with a recently published study of potentially causative 

mutations in CELSR1 in fetuses affected with the severe NTD craniorachischisis (Robinson et 

al., 2011). Importantly, 3 CELSR1 mutations detected in the study of Robinson et al. (2011) 

exhibited a profound alteration in subcellular protein localization in polarized Madin Darby 

canine kidney (MDCK) epithelial cells (strain II), suggesting a defective PCP protein 

trafficking to the plasma membrane as a likely pathogenic mechanism for these mutations in 

NTDs (Robinson et al., 2011). While future investigations will be necessary to establish if 

CELSR1 mutations detected in our cohort affect the protein function in PCP signaling, our 

study and that of Robinson et al. (2011) enlarge the spectrum of mutations that link PCP 

signaling to NTDs and caudal agenesis pathology and will help better understand the role of 

this tissue polarity pathway in abnormal development. 
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FIGURE LEGEND 
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Figure 1.  Novel CELSR1 mutations in neural tube defect (NTD) and caudal agenesis patients. A. Schematic representation of the 

CELSR1 predicted protein structure (Accession number Q9NYQ6) with the domains (left) and approximate position of different 

NTDs mutations (right) indicated by arrows. Variants in CELSR1 detected in NTDs patients and predicted to be potentially 

damaging are indicated in bold. Abbreviations: aa, amino acids; EGF, epidermal growth factor; GPS, G protein-coupled receptor 

proteolytic site; TM, transmembrane. B. Sequence trace of control (top) and mutant (bottom) DNA showing the heterozygous 

p.Gln834X mutation. C. Sequence trace of control (top) and mutant (bottom) DNA showing the heterozygous Ser2963_Thr2966del 

mutation. D. A multiple partial sequence alignment was performed for three isoforms of human CELSR1 against its closest 

orthologues from 9 other species, using Clustal W. The CELSR1 Ser2963_Thr2966del variant affects conserved residues (indicated 

by arrows). In red, residues predicted to be a putative PKC phosphorylation site. Accession numbers: human CELSR1 

(huCELSR1), NP_055061; human CELSR2 (huCELSR2), NP_001399 ; human CELSR3 (huCELSR3), NP_001398; white-cheeked 

gibbon CELSR1 (giCELSR1), XP_003278631; rhesus monkey CELSR1 (rhCELSR1), XP_001111116; cow CELSR1 

(coCELSR1), XP_600703; mouse CELSR1 (moCELSR1), NP_034016; rat CELSR1 (raCELSR1), XP_001070474; zebrafish 

CELSR1 (zeCELSR1), XP_002661517; frog CELSR1 (frCELSR1), XP_002932249;  chicken CELSR1 (chCELSR1), XP_423746; 

and fruit fly CELSR1 (ffCELSR1), NP_001188903. 
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6. Discussion 

6.1 Identification d’un nouvel allèle hypermorphe de 
Lrp6 (Skax26m1Jus) 

 Nous avons identifié et caractérisé un nouvel et 5ème allèle de Lrp6, Skax
26m1Jusdans le 

but d’identifier un nouveau gène prédisposant aux ATN. Cette souris est caractérisée par une 

queue en forme de crochet, qui est considérée comme le « minimum sign » des ATN. Ce 

phénotype est transmis d’une façon récessive. Afin d’identifier le gène muté chez cette souris, 

nous avons initialement adopté une approche de séquençage des régions codantes des 

principaux gènes de la voie de signalisation PCP.Cette approche a été utilisée à cause du rôle 

clef de ces gènes dans le phénomène de l’extension convergence pendant la fermeture de tube 

neural (242, 302, 308) ainsi que par leurs modèles animaux déjà bien établies en liaison avec 

les ATN (15β, 156, 166, γβ8, γγ7). Cette démarche n’a pas permis de trouver une mutation 

codante qui ségrègue avec le phénotype observé chez la Skax
26m1Jus et donc on pourrait 

conclure que, plus probablement, le gène causatif ne fait pas partie des gènes principaux de la 

voie PCP. Cependant, notre séquençage a ciblé seulement les régions codantes des gènes PCP 

et à ce stade du projet, on ne pourrait pas exclure la possibilité qu’une mutation régulatrice, 

par exemple dans les régions promotrices ou non traduites, soit responsable du phénotype 

observé chez la Skax
26m1Jus. 

 Par la suite, nous avons utilisé une méthodologie différente qui a permis de réunir 

plusieurs évidences génétiques fortes qui supportent notre conclusion que Lrp6 est le gène 

muté chez  Skax
26m1Jus

. En effet, la cartographie par homozygocité suivie par la stratégie de 

clonage positionnel par gène candidat, a permis de délimiter une région candidate sur le 

chromosome 6 qui inclut plusieurs gènes, incluant Lrp6. Ce dernier présentait un meilleur 

candidat et donc, était priorisé pour une investigation plus profonde. L’analyse et le 

séquençage de la région codante et des jonctions exon-introns du gène Lrp6 chez Skax
26m1Jus, 

ont mené à l’identification d’une nouvelle mutation faux-sens, p.Ile681Arg, qui ségrègue avec 

la maladie. Cette mutation, qui affecte un acide aminé bien conservé à travers les vertébrés, 
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modifie la fonction de Lrp6 de manière à augmenter l’activité de signalisation canonique 

Wnt/ȕ-caténine et à diminuer celle de la signalisation PCPchez les fibroblastes embryonnaires 

mutants et chez les cellules HEK. 

 Dans notre modèle Skax26m1Jus, nous n’avons détecté aucun défaut sévère chez les 

embryons hétérozygotes ou homozygotes, contrairement à ce qui a été répertorié chez d’autre 

souris mutantes pour le gène Lrp6. À ce propos, une souris mutante knockout et deux souris 

spontanément mutantes (ringelschwanz ou rs et Crooked tail ou Ct), souffrent de graves 

anomalies développementales au niveau de plusieurs organes, incluant les yeux, les bronches, 

le cœur, le tube neural et le cerveau. En effet, la souris mutante knockout, générée par capture 

de gènes, présente une exencéphalie ou un spina bifida aperta avec une pénétrance de 50 % et 

développe d’autres anomalies développementales, telles que des déformations du squelette 

axial, des défauts des membres et des malformations du système urogénital (221). La souris 

mutante Ct a une mutation qui cause une hyperactivation de la voie Wnt/ȕ-caténine en 

inhibant l’interaction de Lrp6 avec Dkk1. Cette souris manifeste une queue en forme de 

crochet et une mortalité prématurée avant le jour embryonnaire 8, des déformations du 

squelette et une exencéphalie. En ce qui concerne la souris mutante hypomorphe Rs, 

elledéveloppe diverses malformations des somites et des os (ostéoporose). Les hétérozygotes 

compositesrs/nul  présentent une queue rudimentaire et une spina bifida aperta. La mutation de 

Lrp6 chez la souris Rs abolie l’activation de la signalisation Wnt/ȕ-caténine (219).Une 

dernière souris mutantede Lrp6, Gwazi (Gz), est une souris hypermorphe induite par l’agent 

ENU qui présentait différentes malformations au niveau de la tête qui ne sont pas associées 

aux ATN (222). La différence dans la gravité des phénotypes entre Skax26m1Jus et les autres 

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

jacente dans LRP6 ou à cause des fonds génétiques différentes. En effet, Skax26m1Jus est sur le 

fond génétique C57BL/6J:129S6/SvEvTac, alors que les mutants Ct et Gz sont respectivement 

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

 Les modèles animaux pour le gène Lrp6 répertoriés à ce jour, incluant la souris 

Skax26m1Jus, démontrent le rôle de la voie de signalisation Wnt/ȕ-caténine via Lrp6 dans les 

ATN, mais les mécanismes moléculaires régulateurs de cette implication restent à déterminer. 
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Plusieurs évidences visent une implication directe de la voie canonique ou plutôt un effet 

indirecte via la voie de signalisation PCP. Il serait très intéressant d’investiguer, grâce à des 

études de complémentation entre la souris Skax26m1Jus et d’autres modèles comme l’allèle 

knockout ou Ct, afin de trouver une éventuelle interaction génétique entres les allèles 

impliqués. 

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

6.2.1 Des études des animaux modèles incluant 
Skax26m1Jusmontrent l’importanced’un dosage 
précis entre les deux voies de signalisation Wnt 

 Nos études de complémentation entre les souris Lp et Skax
26m1Jus ont révélé l’existence 

d’une interaction génétique entre Vangl2 et le gène Lrp6. Nous avons démontré que l’ATN 

développée chez les doubles hétérozygotes Skax
26m1Jus/+;Lp/+ n’était pas causée par le gène 

muté de Lp (Vangl2) (337), comme la prévalence de cas d’ATN (γ8%) chez les doubles 

hétérozygotes était beaucoup plus élevé que celle des hétérozygotes Lp/+ (1,7%). De plus, 

l’ATN observée chez les souris Skax
26m1Jus/+;Lp/+ n’était pas causée non plus par le gène muté 

chez Lp d’un autre fond génétique. Cela a été démontré par une étude de complémentation 

entre Lp/+ et une autre souris mutante Skax
23m1Jus, possédant un même fond génétique que 

Skax
26m1Jus et qui n’ont affiché aucune forme d’ATN chez les doubles hétérozygotes 

Skax
23m1Jus/+;Lp/+. L’analyse des cils dans l’organe de Corti, un processus sous le contrôle de 

la signalisation PCP, a révélé des défauts dans l’orientation ciliaire significative 

comparativement au type sauvage chez la mutante homozygote Skax
26m1Jusainsi que la double 

hétérozygote Skax
26m1Jus/+; Lp/+. Ces données soutiennent l’idée de l’existence d’une 

interaction entre le gène muté chez Skax
26m1Juset la voie de signalisation PCP. Le phénotype de 

queue en forme de boucle chez les souris mutantes a été identifié dans 40% des simples 

hétérozygotes Lp/+ et 0% chez ceux de Skax26m1Jus /+.Cette fréquence a augmenté à 80% chez 

les doubles hétérozygotes. La spina bifida qui était absente chez les simples hétérozygotes a 

atteint 36% des cas chez les doubles hétérozygotes. Ces données montrent que, chez les 

mutants Lp, la queue en forme de crochet ainsi que la spina bifida, causée par une signalisation 
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PCP réduite, ont été nettement accentués par un allèle Lrp6-Skax26m1Jus hyperactif qui sur-

inhibe cette voie. 

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

Vangl2, et que le gène muté chez Skax
26m1Jusagit indirectement sur la voie PCP par 

l’intermédiaire d’une autre voie de signalisation cellulaire et ce, selon un dosage précis. Ces 

observations sont appuyées par une étude récente chez des souris modèles de gain (Lrp6 Ct) et 

de perte (Lrp6-/-) de fonction. Ces travaux ont démontré que Lrp6 est capable d’influencer la 

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

 D’autres études ont suggéré la présence d’une communication, assurée par un dosage 

strict, entre les deux voies de signalisation Wnt. Chez la Xenopus, il a été établi que Lrp6, en 

plus de son rôle dans le processus de l’extension convergence, est essentiel pour l’activation 

de la voie Wnt/ȕ-caténine et que sa présence permet l’inhibition de la voie Wnt/PCP. Chez 

Xenopus, la suppression (knockdown) des ligands PCP XWnt5a et XWnt11 est capable de 

sauver les phénotypes provoqués par la suppression (knockdown) de Lrp6/Lrp5. Aussi, chez le 

poisson zèbre, la perte maternelle de Wnt5b (un ligand de la voie Wnt/PCP)  entraîne une 

signalisation ectopique de Wnt/ȕ-caténine et par conséquence, une augmentation dans le destin 

cellulaire des cellules dorsales (277, 278). Chez la souris, le knockdown de Lrp6 induit des 

défauts liés au PCP, incluant l’exencéphalie et des malformations cardiaques. La perte de 

Wnt5a a sauvé ces défauts. Cela suggère que ces phénotypes peuvent être le résultat d’un gain 

de fonction de la signalisation Wnt/non-canonique. 

 Une étude pertinente chez la Xenopus a montré que la surexpression du ligand PCP 

Wnt5a bloque la formation d’un axe de corps secondaire en inhibant la capacité du ligand 

canonique Wnt8 d’activer la signalisation Wnt/ȕ-caténine (272). Plusieurs hypothèses ont été 

avancées pour expliquer ces mécanismes d’inhibition. Wnt5a pourrait inhiber l’activité 

transcriptionnelle de la β-caténine en induisant la phosphorylation de TCF-4 par la Nemo like 

kinase (NLK) (β7γ). L’inhibition de la voie canonique par la voie non canonique pourrait 

aussi s’expliquer par la compétition touchant Dvl, qui est un partenaire impliqué dans les deux 

signalisations. À ce titre, il a récemment été démontré, que les protéines NFAT réprimaient la 

signalisation canonique en interagissant avec Dvl, participant ainsi à la régulation et à la 

http://dev.biologists.org/content/134/3/479.long#ref-64
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prolifération des progéniteurs neuronaux (274). Enfin, il a par ailleurs été démontré chez la 

souris que la ȕ-caténine peut être dégradée par le facteur Siah 2 dont la transcription est 

augmentée par Wnt5a (275). Les frontières entre les voies canoniques et non canoniques sont 

perméables et dépendent précisément du contexte cellulaire. Ainsi, l’équipe de Roel Nusse a 

mis en évidence que selon le contexte de récepteurs membranaires présents à la surface 

cellulaire, Wnt5a pourrait soit inhiber ou activer la voie Wnt/ ȕ-caténine. Dans le cas où les 

récepteurs Fz4 et Lrp5 sont à la surface, Wnt5a peut activer la voie canonique. En revanche, si 

le co-récepteur Ror 2 est présent, Wnt5a induit une signalisation non canonique tout en 

inhibant la voie canonique (276). 

 La mutation p.Ile681Arg identifiée chez notre modèle animal Skax
26m1Jus est localisée 

au niveau du troisième domaine YWTD -propeller-EGF-like du gène Lrp6. Ce dernier 

semble permettre la liaison des ligands extracellulaires particulièrement Dickkopf (DKK1) 

(204, 209). Celui-ci, chez le Xenopus et le poisson zèbre, exerce un effet inhibiteur de la voie 

de signalisation wnt/-caténine et un effet activateur de la voie PCP. En se basant sur ces 

fonctions, la mutation p.Ile681Arg pourrait alors affecter la liaison de DKK1 ou d'autres 

médiateurs inconnus. Ceci pourrait conduire à une hyperactivation de la voie de signalisation 

Wnt/-caténine et parallèlement à l'inhibition de la voie PCP. Cette hypothèse est appuyée par 

notre validation fonctionnelle de la mutation qui a démontré que Lrp6
Skax26m1Jus représente un 

nouvel allèle hypermorphe. En effet, cette mutation permet une sur-activation de la voie de 

signalisation wnt/ȕ-caténine et une sur-inhibition de la voie de signalisation PCP. En utilisant 

des tests biochimiques supplémentaires, comme le yeast two  hybrid (Y2H), cela permettra 

d’évaluer s’il ya un effet sur l’interaction avec des partenaires, comme DKK1 ainsi que in 

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

 Toutes ces études faites chez les animaux modèles suggèrent que le bon dosage de 

chacun des facteurs intervenants dans les deux voies de signalisations Wnt doit être optimal 

dans la neurulation. L’inhibition ou la surexpression des gènes essentiels de ces 2 voies 

pourrait entrainer une dérégulation dans la polarité cellulaire planaire ainsi que dans la CE et 

causer éventuellement des ATN. 
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6.2.2 Des études des « molecular switches » 
incluant LRP6 et ANKRD6 dans une cohorte 
ATN humaine montrentl’importance d’un 
dosage précis entre les deux voies de 
signalisation Wnt dans la neurulation 

 Les études génétiques effectuées sur divers modèles animaux ont démontré l'existence 

d'un antagonisme de manière réciproque entre la voie canonique Wnt/ȕ-caténine et la voie 

non-canonique Wnt/PCP. Cet antagonisme est très sensible à un dosage précis et étroitement 

régulé par une combinaison précise des différents ligands, des récepteurs et des co-récepteurs 

d'une manière spécifique. Par ailleurs, la présence de certains gènes, y compris Lrp6, agissant 

aussi bien dans l’une ou l’autre des deux voies, suggère des pistes dans cette direction. En 

effet, les récepteurs Frizzled, de même que la protéine intracellulaire Dvl, sont impliqués dans 

la régulation et le fonctionnement des deux voies (60, 91, 104, 152, 312, 313, 333-336). Aussi, 

les gènes ANKRD6 et PTK7 détiennent des rôles bien spécifiques entant qu’interrupteurs 

moléculaires entre la voie Wnt/PCP et la voie Wnt/ȕ-caténine (146, 245, 332).  ANKRD6 

recrute CK1ε et AXIN au complexe de phosphorylation et de dégradation de la ȕ-caténine et 

mène à l’inhibition de la voie Wnt/canonique. Cette voie contrôle la formation de l’axe 

embryonnaire qui peut être désorganisé chez le poisson zébré quand ANKRD6 est inhibé. De 

plus, il a été démontré que ce gène est requis pour l’activation de JNK pendant les processus 

de gastrulation chez le poisson zébré (266). Ptk7 est nécessaire au bon fonctionnement de la 

voie de signalisation Wnt/PCP chez les vertébrés et sa suppression entraine des défauts dans 

l’orientation des cils de la cochlée, en plus des défauts du mécanisme de l’extension 

convergence (153).  

 Plusieurs gènes de la voie PCP incluant VANGL1, VANGL2, PK2 et CELSR1, DVl2 et 

FZ6  ont été impliqués dans la pathologie des ATN chez l’humain (β4β, γ0β, γ0γ, γ05-310). 

Ces gènes jouent un rôle d’activateur au sein de cette voie de signalisation. Jusqu’à ce jour, 

aucune étude n’a démontré l’effet de ces gènes sur la voie canonique Wnt/ caténine. Dans 

nos études, nous avons pour la première fois associé des mutations dans 2 gènes, soit LRP6 et 

ANKRD6, qui affectent simultanéments les 2 voies  propres aux ATN humaines. De plus, 
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notre étude surLRP6 a associé pour la première fois aux ATN humainesdes mutations dans un 

gène inhibiteur de la voie PCP. 

 L’analyse du gène LRP6 dans une cohorte de β68 patients, nous a permis d’identifier 

quatre nouvelles et rares mutations hétérozygotes faux-sens chez 4 patients présentants des 

ATN. Trois de ces mutations, Lrp6p.Tyr373Cys, Lrp6p.Val1386leu et Lrp6p.Tyr1541Cys, ont été prédites 

comme étant potentiellement dommageables pour la protéine en utilisant les programmes 

Polyphen ou SIFT. Dans les cellules HEK, la validation fonctionnelle de ces 4 mutations, avec 

des essais de gènes rapporteurs de la voie canonique Wnt/ catenine (TCF/LEF) et la voie 

Wnt/PCP (AP-1), a démontré que les mutations Lrp6p.Tyr306His, Lrp6p.Tyr373Cys et Lrp6p.Val1386Leu  

activent la voie Wnt/β-caténine et inhibent de la voie PCP d’une façon significativement 

réduite par rapport à la protéine sauvage. Ces données confirment la nature hypomorphique 

des trois variantes et montrent un effet qu’ont ces variants sur les 2 voies simultanément chez 

les patients présentants des ATN. 

 ANKRD6 (Ankyrin Repeat Domain 6) agit comme un interrupteur moléculaire entre les 

deux voies de signalisation Wnt. Il active la voie Wnt/PCP non-canonique et, simultanément, 

il inhibe la voie  canonique Wnt/ȕ-caténine (253). Dans notre étude, nous avons identifié 

quatre nouvelles et rares mutations faux-sens (DIVp.Pro548Leu, DIVp.Arg587Gln, DIVp.Val614Ile et 

DIVp.Arg632His) chez 4 patients présentants des ATN dans une cohorte de 473 patients. 

 Vu le double rôle régulateur de ANKRD6dans les 2 voies de Wnt, nous avons testé 

l'effet de ces quatre mutations sur l’activité des deux voies. Les essais des gènes rapporteurs 

des 2 voies de Wnt dans les cellules HEK ont démontré une inhibition plus faible de 

l’activation de la voie Wnt/ȕ-caténine et une activation plus basse de la voie PCP pour les 

mutations DIVp.Pro548Leu et DIVp.Arg632His, significativement par rapport à la protéine sauvage. 

Cela suggère une activité hypomorphique pour chacun de ces deux variantes qui affectent 

réciproquement les deux voies Wnt. 

 L’importance des multiples interactions avec les autres protéines membres de la 

signalisation PCP et Wnt/ȕ-caténine ainsi que les protéines effectrices (comme la JNK), nous 

donnent un aperçu sur la complexité des mécanismes qui sont mis en place pour établir et 
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maintenir un équilibre très précis et délicat entre tous ces composantes. Étant donnée cette 

complexité, on devrait s’attendre à des défauts variés chez une protéine modulaire comme 

LRP6 ou ANKRD6 qui vont probablement engendrer des effets divergents à différents niveaux 

fonctionnelles. Les études génétiques effectués jusqu’à maintenant sur les organismes modèles 

ont démontré clairement la présence d'un antagonisme entre les deux voies Wnt qui est 

étroitement régulé par un groupe de gènes, dont LRP6 ou ANKRD6. Le rôle de cet 

antagonisme dans les processus de développement normaux et anormaux reste largement 

indéterminé. Les variants que nous avons détectés dans LRP6 ou ANKRD6 affectent 

réciproquement les deux voies Wnt. Alors, un possible dosage précis entre ces différentes 

voies est nécessaire pour le bon développement.Un débalancement entre les deux voies pourra 

donc entraîner des défauts dans la formation du tube neural. 

 Une deuxième hypothèse pour analyser ces résultats est celle qu’alternativement, ces 

variantes pourraient avoir un effet direct sur la voie Wnt/B catenin (pour LRP6) ou la voie 

PCP (pour ANKRD6). Des variants hypomorphes de LRP6, menant à une sous-activation de la 

voie canonique, pourraient avoir un effet direct sur les gènes cibles de cette voie. Une étude 

récente chez une souris knock-out conditionnelle pour ȕ-caténine dans les plis neuraux 

dorsaux, a démontré l'importance de la voie Wnt/canonique dans la fermeture et l'allongement 

du tube neural caudal. Chez ces souris knock-out, l’expression diminuée de Pax3 et de Cdx2 

au niveau du neuropore postérieure dorsale ainsi que dans les gènes cibles de la signalisation 

Wnt/ȕ-caténine, T, TBX6 et Fgf8 et au niveau du bourgeon de la queue, aboutit à une spina 

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

 Des variants hypomorphes de ANKRD6 pourraient affecter son interaction avec PK1, 

Vangl ou plus particulièrement avec DVL qui se lie sur DIVERSIN dans deux domaines 

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

 Des expériences complémentaires chez des modèles cellulaires ou animaux sont 

nécessaires pour valider davantage ces β hypothèses afin d'investiguer le mode d’action des 

variantes identifiées dans LRP6 ou ANKRD6 dans la pathogénèse des ATN. 
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6.3 La voie PCPjoue un rôle important dans la 
prédisposition aux ATN 

 De nombreuses études de gènes candidats effectuées sur des modèles animaux et des 

cohortes humaines soutiennent un rôle important de la voie PCP dans la pathologie des ATN. 

Notre étude a permis d’ajouter ANKRD6 et Celsr1 à la liste des gènes de la voie PCP qui sont 

impliqués dans la pathogenèse des ATN et soutient ainsi le rôle important de cette voie dans 

ce groupe de malformations. Tous les résultats liés à ANKRD6 ont été discutés dans la section  

précédente. 

 Concernant le gène CELSR1, nous l’avons analysé dans une large cohorte de 473 

patients atteints de plusieurs types d’ATN humaines ouvertes et fermées. Nous avons identifié 

un total de 27 variants parmi lesquelles 13 nouveaux variants faux-sens ont été prédits comme 

étant pathogènesgrâce à des programmes bioinformatiques (polyphen et SIFT) et une mutation 

non-sens, p.Gln834X, retrouvée pour la première fois, dans ce gène pour une ATN. Nous 

avons également détecté dans notre cohorte, une délétion de 12 bp qui ne change pas le cadre 

de lecture, p.Ser2963_Thr2966del et qui supprime un motif putatif de phosphorylation PKC 

(SSR). 

 Notre cohorte utilisée dans cette étude a été déjà utilisée dans des études précédentes 

dirigées par notre laboratoire et qui ciblait d’autres gènes PCP comme VANGL1, VANGL2, 

PRICKLE1, ANKRD6, DVL1, DVL3, FZ3 et FZ6.  (286, 302, 303, 305, 307, 308, 340). 

 D’autres séquençages supplémentaires faits avec la même cohorte seront effectués 

ciblant ainsi d’autres gènes de la voie PCP afin de déterminer si d’autres patients pourront 

présenter des variantes dans plusieurs gènes. Cela permettra d’appuyer le modèle 

multifactoriel proposé pour l’étiologie des ATN dans lequel plusieurs gènes mutés pourraient 

interagir entre eux et avec d'autres facteurs environnementaux pour moduler l'incidence et la 

sévérité du phénotype. Il sera intéressant d'examiner si ces mutations dans les gènes PCP 

peuvent agir en combinaison de manière à augmenter le risque de développer des ATN, par 

exemplepour le modèle poisson zèbre. La totalité de ces études aidera à mieux définir la 

contribution de la voie PCP à la pathogenèse des ATN. 
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7. Plans Futurs 

7.1. LRP6 

 En ce qui concerne les mutations identifiées, et pour bien comprendre leur effet, il faut 

déterminer quelles interactions en sont affectées et ce, par des expériences de co-

immunoprécipitation ou de système double hybride. De plus, il faut déterminer la contribution 

de ces mutations dans la voie Wnt/PCP. Des expériences de validation dans le poisson zébré 

ou chez la grenouille pourraient être intéressantes, car ils représentent de bons modèles pour 

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

 Il est très important de déterminer le rôle que peut jouer le gène LRP6 dans la voie 

PCP. Plusieurs hypothèses sont à évaluer :   

1) Si l’inhibition de la voie PCP est causée par le recrutement de DVL par LRP6. Cela 

pourrait empêcher la liaison de DVL avec AXIN et par conséquence, le recrutement de ce 

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

2) Si le LRP6 régule la voie PCP à travers DKK1. En effet, DKK1 active la voie PCP par son 

interaction avec Glypican4 (β70). Donc, l’inhibition de la voie PCP pourrait être la 

conséquence de la destruction du complexe DKK1/Glypican4. Ceci est appuyé par une 

étude qui a démontré qu’un gain de fonction de la voie PCP est dû à l’absence de la partie 

extracellulaire qui lie DKK1 (271) 

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

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

4) Si LRP6 inhibe la voie PCP par son interaction avec AXIN. En effet, il a été démontré 

qu’AXIN lie directement Dsh (β4γ). Il est possible que LRP6 puisse diminuer l’activité de 

Dsh dans la voie PCP et l’augmenter dans la voie Wnt/ȕ-caténine. Le scénario possible est que 

LRP6 lie AXIN pour la médiation de la signalisation Wnt/ȕ-caténine à travers le motif 

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

cette voie en aval de Dsh. 

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

effecteurs des deux voies particulièrement  la voie PCP. 

7.2. ANKRD6 

 Étant donnée l’importance des modules fonctionnels de ANKRD6 et le haut degré de 

conservation de ces domaines à travers l’évolution, il serait nécessaire de poursuivre les études 

afin d’identifier le mécanisme par lequel ces mutations pourraient affecter les interactions de 

ce gène avec ses partenaires dans la voie PCP et la voie Wnt/ȕ-caténine. Une directive qui 

permettrait cela serait, par exemple d’investiguer, tout d’abord, la possibilité que la liaison 

d’AXIN avec DVL aurait un effet activateur de la voie PCP. En d’autres termes, si la liaison 

de DVL avec AXIN empêcherait le recrutement de ce dernier par DIV, par conséquence, cela 

bloquerait la formation du complexe de dégradation de la ȕ-caténine. De même, voir si la 

liaison d’AXIN avec DVL aura un effet inhibiteur de la voie PCP, puisqu’il est connu que la 

liaison de DIV avec DVL favorise la signalisation PCP. Ces étapes permettront ensuite 

d’évaluer et de comprendre si DIVERSIN exerce son effet régulateur de l’activité des deux 

voies de signalisation à travers DVL. Alternativement, on pourrait utiliser ces nouveaux 

modèles pour tester l’effet des mutations de ce gène. 

 La voie PCP représente un large champ d’étude très attrayant pour décortiquer les 

bases génétiques et moléculaires des défauts de la neurulation. La souris Lp, Vangl2,qui a 

permisla découverte du gène responsable du phénotype de craniorachischisis, n’a fait que 

marquer le début d’une série d’études sur des modèles murins des ATN. Il serait donc 

intéressant de générer des animaux modèles pour DIVERSIN afin de mieux étudier 

génétiquement les ATN et le rôle de ce gène dans cette pathologie humaine. 

7.3. CELSR1 

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

comme l’essai JNKase, sont nécessaires pour établir si les mutations identifiées dans CELSR1 
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pourraient affecter la fonction de la protéine dans la signalisation PCP. Étudier l’interaction 

entre CELSR1 et les autres membres de la voie PCP et effectuer des expériences de validation 

chez le poisson zébré ou chez la grenouille pourraient aider à mieux comprendre le mode 

d’action de ces varaints. 
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8. Perspectives générales 

 L’approche de gènes-candidats pour les études génétiques reste encore un outil très 

puissant pour bien comprendre les ATN et elle permet aussi de tirer profit de la richesse de 

données issues des études sur les animaux modèles. Avec le développement des nouvelles 

technologies, les approches génomiques telles que le séquençage de l’exome entier, possèdent 

la capacité de nous exposer sur une plus large échelle une image des gènes qui jouent un rôle 

important dans la pathologie des ATN. L’étude des variations du nombre de copies par 

hybridation génomique comparative sur puces à ADN (array-CGH) représente une approche 

puissante qui permettra la détection des variations non-balancées dans le nombre de copies 

d’un gène ainsi que de larges insertions et de délétions indétectables au niveau microscopique. 

Cette approche fournira la capacité d’identifier de nouveaux gènes en liaison avec la 

pathologie des ATN. 

 Les régions codantes et les jonctions intron-exon étaient nos seules cibles dans cette 

étude. Il est possible que des modifications non-codantes dans les régions régulatrices de ces 

gènes soient capables d’influencer leur niveau d’expression génique et pourraient être 

associées aux ATN. Leur investigation serait nécessaire dans une étude future avec 

l’identification et la caractérisation des éléments régulateurs toujours inconnus. Aussi, la 

méthylation de l’ADN a un effet déterminant sur la régulation de la transcription génétique et 

donc, un potentiel particulier dans la causalité des ATN. Ainsi, les modifications 

épigénétiques seront les cibles d’investigation des prochaines études en lien avec les ATN à 

l’échelle génomique. Cela pourrait être fait par l’utilisation de la technique d’RNA-seq ou le 

séquençage au bisulfite de l’ADN génomique. Il est aussi possible d’utiliser des souris 

modèles afin d’investiguer des altérations d’expression génique dans la pathogénèse des ATN. 
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9. Conclusion 

Nous avons identifié dans ces études la nouvelle souris mutante Skax
26m1Jus et un 

nouvel allèle hypermorphe pour étudier les anomalies du tube neural et ainsi comprendre 

d’avantage les mécanismes moléculaires à la base des ATN. Aussi, nous avons démontré une 

interaction génétique entre Skax
26m1Jus(Lrp6) et Lp (Vangl2) qui suggèrent que Lrp6 a un rôle 

dans la voie PCP. La validation fonctionnelle de la mutation p.Ile681Arg dans le gène Lrp6 a 

prouvé sont effet pathogénique. Dans la cohorte humaine, plusieurs nouvelles mutations 

hétérozygotes, spécifiques aux ATN, dans le gène de la polarité planaire cellulaire CELSR1 et 

les gènes impliqués dans les deux voies des signalisations WNT (Wnt/PCP et Wnt/ȕ-caténine), 

LRP6 et DIVERSIN ont été identifiées avec un effet pathogénique. Cela implique la nécessité 

d’effectuer des études supplémentaires dans le but de déterminer l’implication directe de ces 

gènes et pour  mieux décortiquer et comprendre les mécanismes par lesquels les mutations 

identifiées peuvent être prédisposantes aux anomalies du tube neural dans la population 

humaine. Nos résultats classent les gènes DIVERSIN, CELSR1 et LRP6 parmi les gènes 

humains de la voie PCP qui sont impliqués dans la pathologie des ATN et confirment ainsi 

notre hypothèse. Les mutations identifiées dans ces trois gènes pourraient justifier une bonne 

partie des anomalies du tube neural chez l’humain.En perspective, l’analyse génétique et 

moléculaire des autres membres de la voie PCP fournira un excellent outil afin de  comprendre 

davantage la pathologie de ce spectre de malformations congénitales. 
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