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La locomotion se traduit par un ensemble de mouve-
ments indispensables a la survie des espéces ; elle per-
met aux animaux de trouver de la nourriture, d’échapper
aux prédateurs ou encore de trouver des partenaires.
Chez ’Homme, la réparation des Iésions du systeme
locomoteur dues a des accidents ou a des maladies
neurodégénératives est un enjeu sociétal majeur. U'étude
détaillée du systeme neuromusculaire, de ses fonctions
et de son développement, permettra de développer les
thérapies de demain. Mon projet de these consiste a
comprendre le développement et la maintenance du
systéme neuromusculaire en utilisant la mouche Droso-
phila melanogaster comme modele d’étude. Ce puissant
modele génétique permet une étude fine du systéme
locomoteur lors du développement et de la vie adulte.
Au cours du développement, une reconnaissance spé-
cifique entre un axone et son partenaire musculaire
s’établit et sera maintenue tout au long de la vie. La
spécificité de cette reconnaissance est a I'origine
du bon fonctionnement du systéme locomoteur. Lors
de la mise en place de ce systéme, les terminaisons
nerveuses font rapidement face a plusieurs choix de
connexions musculaires. Cependant, ces terminaisons
nerveuses vont toujours faire le méme choix, et ce de
maniére stéréotypée. Par exemple, chez ’Homme, une
fibre musculaire sera toujours innervée par le méme
motoneurone (MN). Chaque MN se connecte a des fibres
musculaires spécifiques et possede une architecture
unique définie par leur forme et leur nombre de bou-
tons synaptiques. Un mécanisme doit donc se mettre
en place au ceeur de la reconnaissance spécifique entre
un axone et un muscle, et ceci dans un laps de temps
court. Malgré les nombreuses études sur les premieres
étapes controlant le guidage axonal, les molécules
impliquées dans cette reconnaissance spécifique et
stéréotypée restent encore inconnues. De plus, I"archi-
tecture unique de ces MNs établie lors du développe-
ment doit étre maintenue tout au long de la vie afin de
garder un systéme locomoteur fonctionnel. Mes travaux
ont pour objectif de définir les mécanismes molécu-
laires et cellulaires & I"origine : (1) de cette reconnais-
sance et (2) de leur maintien au cours de la vie.

Vignette : plaque motrice neuromusculaire dans une co-culture de cellules muscu-
laires et nerveuses d’embryon de rat.
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Contexte scientifique

Chez les vertébrés, au cours du développement, les MNs sont subdivisés
en groupe de MNs exprimant le méme code de facteurs de transcription
(FTs) et innervant les mémes muscles [1]. Alors que ce code de FTs
confere aux MNs la capacité de se connecter a des muscles spéci-
fiques, les effecteurs de ce code restent inconnus. hypothese de mon
projet est que chaque muscle et donc chaque MN exprime de maniere
différentielle, lors du développement, des molécules a I'origine de la
reconnaissance spécifique axone-muscle.

Chez la drosophile, un réseau axonal stéréotypé entre individus est
également retrouvé. Des études sur le systeme neuromusculaire
larvaire et adulte ont montré que la spécificité du réseau axonal se
situe au niveau du MN. €n d’autres termes, chaque MN va innerver, de
maniére invariante d’un individu a autre, la méme fibre musculaire.
Des observations sur les MNs innervant la paroi musculaire des larves
de drosophile ont mis en avant des molécules spécifiques et leur rdle
dans le contact axone-muscle. Deux classes de molécules ont été
caractérisées : des molécules attractives et des molécules répulsives
[2]. Cependant, les études sur la reconnaissance axone-muscle ont
été réalisées au stade larvaire qui est un systéme ou chaque muscle
est composé d’une seule fibre musculaire et ou les tendons sont des
cellules différenciées de I’épiderme. De plus, chez la larve, la guidance
axonale commence aprés la myogenese : le muscle se développe puis
I’axone grandit en direction de sa cible. A I'inverse, la patte de droso-
phile propose un modele d’étude analogue aux membres supérieurs et
inférieurs des vertébrés en termes de structure et de développement.
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Figure 1. Systéeme neuromusculaire adulte de Drosophila melanogaster. Recons-
truction 3D d’une image confocale du systéme neuromusculaire d’une droso-
phile adulte. Les corps cellulaires des MNs sont localisés dans les segments

thoraciques (T) de la corde nerveuse ventrale (CNV).

En effet, le systeme adulte se compose de plusieurs fibres muscu-
laires par muscle et les tendons sont des structures indépendantes de
I’épiderme [3]. Comme chez les vertébrés, la myogenése des muscles
des pattes se déroule en méme temps que le développement axonal.
Des études récentes ont montré le réle de deux nouvelles protéines,
la Defective proboscis extension response 10 (Dprl0) et la Dpr-inte-
racting protein alpha (DIP-a.), exprimées respectivement dans des
sous-populations de muscles et de MNs de pattes. Il a été démontré
que ces protéines interagissaient in vitro et permettaient la stabilisa-
tion des terminaisons axonales in vivo [4]. Cependant, DIP-c. et Dprl0
ne sont pas nécessaires au premier contact axone-muscle mais au
maintien de I'innervation déja établie. Les molécules permettant une
reconnaissance spécifique entre un axone et son partenaire musculaire
au niveau des membres sont inconnues que ce soit chez les vertébrés
ou les invertébrés.

Au cours de la vie, les connexions établies lors du développement sont
soumises a de nombreuses formes de stress (chimique, physique ou
biologique). Ainsi, des mécanismes doivent permettre le maintien de
I’architecture de I'innervation musculaire et son homéostasie. Un de
mes axes de recherche est de comprendre comment cette architecture
est maintenue au cours de la vie adulte. &n effet, le systeme périphé-
rique fait face a de possibles blessures et doit se régénérer de maniére
spécifique. Par exemple, des études chez I’écrevisse ont montré que
lorsqu’un nerf moteur est coupé, celui-ci se régénere et innerve de
nouveau sa cible musculaire d’origine [5]. Chez ’Homme, quand un
nerf périphérique est atteint, les axones se régénérent avec une vitesse
de 1 mm par jour et la fonction musculaire est rétablie, ce qui suggere
que les axones ré-innervent de nouveau la bonne cible musculaire [6].
La maintenance de I'innervation suite a des conditions physiologiques
ou pathologiques doit préserver 'architecture unique des MNs afin
d’assurer une fonction locomotrice correcte. Des études précédentes
conduites dans notre laboratoire ont montré qu’un code de FTs joue
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un réle crucial au cours du développement du systeme
neuro-musculaire en permettant de spécifier la mor-
phologie unique de chaque MN [7, 8]. Des résultats
préliminaires ont montré qu’une partie de ce code est
maintenue chez 'adulte. €n conséquence, notre hypo-
thése de travail est que ces FTs sont maintenus chez
'adulte afin de conserver une innervation spécifique,
unique et stéréotypée en cas, par exemple, de blessure
ou de régénération.

Notre modeéle d’étude

Afin de comprendre le développement et la mainte-
nance d’une innervation spécifique, nous utilisons
comme modele d’étude les pattes et la corde nerveuse
ventrale (ou CNV, un équivalent de la moelle épiniére
chez les vertébrés) de Drosophila melanogaster. Chez la
drosophile, chaque patte est composée de 14 muscles
innervés par 50 MNs dont les corps cellulaires sont loca-
lisés dans 6 ganglions thoraciques au sein de la CNV [9]
(Figure 1). Chaque MN posséde une morphologie unique
et stéréotypée définie par une arborisation dendritique
et des cibles musculaires uniques. Ces morphologies
sont sous le controle de codes de FTs appelés FT mor-
phologiques (FTm). La reprogrammation de ce code
pendant le développement induit des changements
d’identité morphologiques tels que le ciblage axonal et
P’arborisation dendritique des MNs [7, 8].

D’autre part, les 14 muscles de la patte sont produits
a partir de cellules nommées myoblastes situées au
sein d’une structure développementale appelée disque
imaginal. Au cours de la métamorphose, les disques
imaginaux s’évaginent afin de former la patte adulte.
Au début de cette évagination, le disque est traversé
par un simple nerf et les myoblastes sont organisés en
groupes. Il a été montré que dix heures apreés la forma-
tion de la pupe les contacts muscles-axones sont déja
établis [4]. Ainsi, le premier contact doit se faire dans
les dix heures qui suivent la pupaison.

Méthodologie et résultats attendus

La premieére partie de ma these vise donc a comprendre
les mécanismes contrélant la reconnaissance spéci-
fique d’un MN et de son muscle cible au cours du déve-
loppement. Pour cela, j’étudierai la mise en place de
I’innervation par imagerie sur tissus fixés ou in vivo. Ces
expériences permettront d’étudier le développement
simultané des myoblastes et des axones au cours de la
métamorphose. Puis, afin d’identifier les effecteurs du
code de FTm, mon projet est de réaliser le séquencage
des ARN des MNs et des muscles. Je me concentrerai
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Figure 2. Exemples de drivers spécifiques. Expression de la GFP (green fluores-
cent protein) sous le contrdle de différents drivers. A. Long tendon muscle 1
(Itm1, fémur) et 2 (Itm2, tibia). B. Tibia levator muscle (tilm, fémur). C. Tibia
depressor muscle (tidm, fémur). Rouge : muscles (Mhc-RFP) ; vert : expression
du X-Gal4 (UAS-mCD8::GFP).

sur la signature moléculaire des muscles de pattes, tandis que les
MNs seront étudiés en collaboration avec le laboratoire du Pr Richard
S. Mann (Columbia University, NY, USA). Du séquencage en cellule
unique sera réalisé sur les myoblastes en utilisant la technologie « 10X
Genomics single-cell RNAseq ». La premiére étape sera d’isoler les
myoblastes au moment du premier contact axone-muscle. Cette étape
sera réalisée par FACS grace a des marqueurs fluorescents. La sélection
des genes candidats sera basée sur une expression différentielle entre
chaque cluster et le profil des molécules différentiellement exprimées :
récepteur/ligand, molécules sécrétées. Finalement, les résultats
seront comparés avec ceux du séquencage des MNs afin de trouver des
duos récepteur/ligand, molécules sécrétées/ récepteurs. De plus, si
I’hypothese que chaque muscle exprime de maniére différentielle des
molécules est vraie, il devra étre observé 14 groupes de myoblastes
différents pour les 14 muscles de la patte. Une autre hypothese est que
’unité fonctionnelle de la reconnaissance axone-muscle soit la fibre
musculaire et non le muscle. Ainsi, comme chaque muscle est composé
en moyenne de 10 fibres musculaires, le séquengage de cellule unique
devrait révéler 140 groupes différents. Enfin, I’étape suivante du
projet est de valider et d’analyser la fonction de ces molécules can-
didates au sein de ces groupes grace & des techniques de RNAi (pour
RNA interference) et de surexpression pour identifier I'impact de ces
modifications in vivo sur la mise en place d’une innervation spécifique
et stéréotypée.

La deuxieme partie de ma these a pour but d’étudier les mécanismes
permettant la maintenance du systéme neuromusculaire au cours de la
vie adulte. Des résultats préliminaires ont montré que certains FTms sont
maintenus chez la mouche adulte tel que Oli. Ainsi, afin de confirmer le
role de ce code dans la maintenance du systéme adulte, la fonction d’0li
sera étudiée en supprimant spécifiquement Oli dans les MNs adultes.
Pour cela, le laboratoire a congu un alléle conditionnel de 0li qui permet
de le muter spécifiquement dans des cellules adultes et de visualiser les
cellules mutantes et normales (WT pour wild-type) avec deux marqueurs
différents. La suite du projet sera de réaliser une analyse phénotypique
de I'innervation sur ces mutants adultes a différents temps durant la vie
adulte et cela dans différentes conditions : aprés une ablation au laser,
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et avec ou sans stress de marche. De plus, il pourra étre
réalisé une étude du phénotype de marche des mutants
grdce a une technologie de pointe: « Flywalker ». Cet
appareil permet d’analyser les mouvements de marche
grdce a un systeme optique enregistrant les empreintes
de chaque patte. Il sera alors possible de voir si des
défauts d’innervation sont liés a des défauts de locomo-
tion lorsque la machinerie moléculaire de la maintenance
est modifiée. Enfin, en complément de ce projet, le profil
d’expression des muscles adultes sera réalisé par un
chercheur du laboratoire. Pour cela, seront utilisés des
« drivers », obtenus grdce a un criblage réalisé lors de
mon Master, et dont le but est de marquer spécifique-
ment un muscle au sein de la patte (Figure 2). Grdce a
une technique appelée « Translating Ribosome Affinity
Purification », il sera possible de capturer, de maniere
spécifique a la cellule, "ARN messager d’un muscle donné
[10]. Nous pourrons ensuite réaliser du séquencage
d’ARN (RNAseq) pour isoler des génes candidats. Dans
un premier temps, nous étudierons les protéines mem-
branaires et protéines sécrétées. Puis, la fonction de ces
genes candidats sera étudiéeen utilisant des techniques
de CRISPR-Cas9 somatique. Par mutation spécifique chez
adulte de ces genes, leur impact sur la maintenance
d’une innervation spécifique pourra étre étudié.

Conclusion

Ce projet ménera a de nouveaux concepts biologiques
qui accroftront nos connaissances fondamentales en
biologie du développement. Ces connaissances seront
essentielles pour trouver des thérapies efficaces pour
lutter contre des maladies neuromusculaires ou réparer
le systéme locomoteur aprés lésion. ¢

Camille Guillermin a regu le Prix Master de la Société Frangaise de

Myologie en 2019 pour I’ensemble de ses travaux de recherche.

SUMMARY

Diseases of the locomotor system are at the origin of dis-
abilities with severe social and economic consequences.
The study of the neuromuscular system development and
maintenance has become a key challenge for the scien-
tific community in order to design efficient therapies.
My thesis project aims to elucidate the mechanisms at
the origin of the communication between motoneuron
axons and their muscle targets in order to understand
how specific innervations are generated during develop-
ment and maintained during adulthood. The first part
of the project will address the understanding of the
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mechanisms controlling the specific muscle-axon recognition during
development. | will perform live imaging and fixed tissues experiments
to visualize and understand the development of myoblasts and moto-
neurons at the same time. Then, | will perform transcriptomic experi-
ments to discover molecules playing a role in the specific axon-muscle
recognition. The second part of the project is meant to elucidate the
mechanism controlling the system maintenance in the adult. To answer
this question | will study the function of morphological transcription
factors in adulthood, which are known as transcription factors control-
ling the morphology of motoneurons during development. To conclude,
this project will lead to novel biological concepts that will increase our
fundamental knowledge on developmental biology. Understanding the
mechanisms that specify the muscle innervation will allow to find effi-
cient ways to tackle neuromuscular diseases. ¢
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