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Au Pr. Bertrand Fontaine, directeur de l'équipe

Chapitre 1. Généralités sur la motricité volontaire 1. Phénoménologie de la motricité somatique L'initiation et le contrôle des mouvements volontaires chez les primates supérieurs ne pourrait s'effectuer sans une communication dynamique entre le système nerveux central (SNC) et le système nerveux périphérique (SNP). La motricité volontaire est commandée essentiellement par le néocortex qui élabore les programmes moteurs. Dans ce manuscrit, nous ne détaillerons pas les mécanismes sous-jacents à la planification et l'anticipation du mouvement volontaire qui relèvent d'un processus cognitif mais nous nous intéresserons au transfert de l'information dictant le mouvement volontaire jusqu'à l'exécution de ce dernier.

L'aire somato-motrice ou aire 4 de Brodmann du néencéphale

Le centre effecteur ou cortex moteur primaire, est situé dans la circonvolution frontale ascendante : l'aire 4 de Brodmann. Cette épaisse région corticale présente une architectonie caractéristique : (i) les couches corticales sont très peu individualisées ; (ii) la couche IV granulaire est inexistante et (iii) de grandes cellules pyramidales sont groupées dans la couche V. Ces grandes cellules pyramidales, appelées cellules de Betz ou protoneurones, sont le point de départ des axones qui constituent le faisceau pyramidal1 (Figure 1).

Le faisceau pyramidal ou tractus cortico-spinal

Cette grande voie efférente de la motricité volontaire commande directement et sans relais les neurones et interneurones de la corne antérieure de la moelle épinière. Né dans l'aire 4 de Brodmann et après avoir traversé la capsule interne, le faisceau pyramidal vient se concentrer dans le pied du pédoncule cérébral du mésencéphale. Il transite ensuite successivement au niveau de la portion ventrale du pont et dans la région ventro-médiale de la moelle allongée.

Chez les primates, au niveau du tiers inférieur du bulbe rachidien, la plus grosse partie des fibres du faisceau pyramidal (9/10) s'entrecroise en bloc au travers de la ligne médiane : on parle de décussation pyramidale. Ainsi deux faisceaux se dissocient : (i) le grêle faisceau pyramidal direct qui continue dans le cordon ventral de la moelle, le long de la fissure médiane de la moelle ; et (ii) le volumineux faisceau pyramidal croisé qui chemine dans le cordon latéral de la moelle, du côté opposé à l'hémisphère cérébral d'origine 2 (Figure 2).

La Jonction Neuromusculaire (JNM) ou plaque motrice

Les synapses, unités fondamentales des circuits neuronaux, permettent d'établir une communication entre neurones ou entre un neurone et une cellule cible. La synapse correspondant au contact anatomique et fonctionnel qui s'établit entre la terminaison nerveuse d'un motoneurone alpha et une région spécialisée de la fibre musculaire striée squelettique est appelée jonction neuromusculaire (JNM) (Figure 3). Dans ce manuscrit, nous nous focaliserons sur la JNM des vertébrés, une synapse chimique cholinergique conçue pour convertir de manière fiable le potentiel d'action généré au niveau du neurone moteur présynaptique en potentiel d'action musculaire à l'origine de la contraction de la fibre musculaire postsynaptique. Du fait de sa grande taille, de sa facilité d'accès et de sa relative simplicité, la JNM se présente comme un modèle d'étude des processus de synaptogenèse. Le développement de la synapse neuromusculaire implique une communication dynamique via divers processus de signalisations réciproques entre les motoneurones et leurs cibles musculaires (Li et al., 2018;Tintignac et al., 2015). Toute perturbation de cette coordination trans-synaptique conduit à la rupture progressive des connexions synaptiques. Un dysfonctionnement de la JNM survient dans un large éventail de maladies neuromusculaires, notamment les syndromes myasthéniques (congénitaux et auto-immuns) et la sclérose latérale amyotrophique ; ces dernières étant toutes caractérisées par une faiblesse musculaire et une perte de mobilité ayant des conséquences économiques et sociales majeures. Les mécanismes moléculaires du développement et de la maintenance de la JNM font donc l'objet d'études intensives.

Les différents constituants de la jonction neuromusculaire

La JNM est une synapse tri-partite constituée par l'apposition de trois types cellulaires hautement différenciés : la terminaison axonale du motoneurone spinal (élément présynaptique), la fibre musculaire striée squelettique (élément postsynaptique) et la cellule de Schwann terminale. Les éléments pré-et postsynaptique sont séparés par une fente synaptique d'une largeur de 50 à 80 nm (Figure 3). L'initiation et le contrôle de la locomotion requièrent une communication dynamique entre ces trois éléments.

L'élément postsynaptique

En regard de la terminaison nerveuse, le sarcolemme de la fibre musculaire adopte une forme caractéristique : il forme de profonds replis jonctionnels qui augmentent la surface de contact synaptique au sommet desquels sont concentrés les RACh où leur densité est de l'ordre de 10 4 /µm 2 [START_REF] Flucher | Distribution of Na+ channels and ankyrin in neuromuscular junctions is complementary to that of acetylcholine receptors and the 43 kd protein[END_REF][START_REF] Hall | Synaptic structure and development: the neuromuscular junction[END_REF][START_REF] Martyn | Basic principles of neuromuscular transmission[END_REF]. Le RACh a une fonction cruciale à la JNM. Il convertit la liaison de l'ACh libérée par la terminaison nerveuse présynaptique en un signal électrique qui initie le processus de la contraction musculaire. Ce récepteur de 290 kDa appartient à la famille des récepteurs « Cys-loop ». Il forme un canal cationique non sélectif (Na + /K + ) grâce à l'assemblage de cinq sous-unités polypeptidiques. Le RACh est de conformation a2, b, d, e chez l'adulte ou a2, b, d, g chez le foetus (Gu and Hall, 1988). Il est à noter qu'un switch de l'isoforme g vers e est observable chez l'adulte lors d'un processus de dénervation de la fibre musculaire (Figure 4).

La fixation de deux molécules d'ACh, entre les sous-unités a et e/g et entre les sous-unités a et d, provoque un changement conformationnel de type allostérique du récepteur conduisant à l'ouverture du canal cationique [START_REF] Popot | Nicotinic receptor of acetylcholine: structure of an oligomeric integral membrane protein[END_REF]. Chaque quanta d'ACh provoque un potentiel de plaque miniature (MEPP, miniature end plaque potential) résultant d'un flux d'ions Na + dans la fibre musculaire. Lorsque la sommation des MEPP atteint une amplitude suffisante, des canaux ionotropiques Na + dépendants du voltage localisés au fond des replis du sarcoplasme s'ouvrent permettant ainsi la dépolarisation de la membrane musculaire et la genèse d'un potentiel de plaque (EPP, end-plate potential) qui se propage à travers la cellule musculaire. Ce n'est que lorsque l'EPP est suffisant qu'est induit un potentiel d'action musculaire. S'ensuit une cascade de réactions nommée « couplage excitation-contraction » aboutissant à la contraction de la fibre musculaire. L'action de l'ACh est limitée dans le temps afin d'éviter la prolongation de la contraction musculaire. La liaison de l'ACh au RACh étant réversible, le neurotransmetteur se dissocie de son récepteur avant d'être hydrolysé en choline et acétate par l'acétylcholinestérase (AChE) présente dans la fente synaptique. La choline est ensuite recyclée par la terminaison axonale et utilisée pour la resynthèse de l'ACh.

La cellule de Schwann terminale ou périsynaptique

A la JNM des vertébrés, le bouton terminal de l'élément présynaptique est coiffé par une cellule gliale non-myélinisante du SNP : la cellule de Schwann terminale ou cellule de Schwann périsynaptique (CSP) [START_REF] Corfas | Mechanisms and roles of axon-Schwann cell interactions[END_REF]. La CSP a pour origine la cellule souche des crêtes neurales qui sous l'effet de signaux neuronaux, passe par plusieurs stades de maturation. La CSP atteint son stade final de différenciation une fois localisée à la JNM. Ces cellules ont deux fonctions principales à la JNM.

Premièrement, elles contrôlent la stabilité de la synapse neuromusculaire. La CSP a une fonction trophique, indispensable à la survie et à la maturation du motoneurone. La CSP est parfaitement positionnée pour transmettre des signaux aux motoneurones et pour évaluer la réponse de ces derniers sous forme de libération de neurotransmetteurs. Plus précisément, les CSP ont un rôle de soutien en libérant des gliotransmetteurs (comme le Glutamate, l'ATP) qui modulent l'activité synaptique au cours du développement et de la maintenance de la JNM. De ce fait, après stimulation présynaptique, la CSP mature est capable de détecter la libération de neurotransmetteurs car elle possède des récepteurs muscariniques (M1, M3 et M5), purinergiques (récepteurs adenosine A1) et couplés aux protéines G (RCPG, G protein-coupled receptors) [START_REF] Rochon | Synapse-glia interactions at the mammalian neuromuscular junction[END_REF][START_REF] Wright | Distinct muscarinic acetylcholine receptor subtypes contribute to stability and growth, but not compensatory plasticity, of neuromuscular synapses[END_REF]. La liaison des neurotransmetteurs aux récepteurs de la CSP conduit à l'activation d'une voie de signalisation dépendante de la protéine kinase C (PKC) et de l'inositol triphosphate (IP3) et aboutissant à l'augmentation des niveaux de calcium intracellulaire de la CSP. La CSP y répond par l'émission d'un signal rétrograde en direction de la terminaison présynaptique.

Deuxièmement, la CSP contrôle la plasticité synaptique. La JNM des vertébrés est hautement plastique, c'est à dire qu'elle est capable de réagir aux dommages et de s'adapter à divers changements environnementaux. La CSP peut changer ses propriétés intrinsèques en fonction du contexte synaptique qu'elle détecte et analyse. De ce fait, la CSP est non seulement critique pour la formation des JNM mais est aussi essentielle à leur maintenance à long terme (Barik et al., 2016). Par exemple, après lésion d'un nerf périphérique, les terminaisons nerveuses dégénèrent et la CSP subit un changement phénotypique. Elle devient phagocytaire et retire les débris issus des terminaisons nerveuses en dégénérescence [START_REF] Birks | Physiological and structural changes at the amphibian myoneural junction, in the course of nerve degeneration[END_REF]. Au cours du processus de régénération, la CSP est la seule cellule capable de permettre la réparation des fibres sectionnées. En effet, peu de temps après dénervation de la JNM des mammifères, la CSP envoie des prolongements gliaux et façonne une sorte de « pont » entre JNM innervées et dénervées sur lequel le nerf est guidé [START_REF] Son | Schwann cells induce and guide sprouting and reinnervation of neuromuscular junctions[END_REF]Son andThompson, 1995a, 1995b). Le nerf peut donc croitre de manière ciblée afin d'établir une nouvelle synapse sur un site adjacent à celui qui a été dénervé [START_REF] Ko | Perisynaptic Schwann Cells at the Neuromuscular Synapse: Adaptable, Multitasking Glial Cells[END_REF]. De manière intéressante, les CSP localisées au niveau des JNM dénervées ont la capacité de libérer de l'ACh [START_REF] Dennis | Electrically induced release of acetylcholine from denervated Schwann cells[END_REF].

La fente synaptique, qui sépare le bouton terminal présynaptique de la membrane postsynaptique, est constituée d'une lame basale synaptique qui renforce l'adhésion entre ces deux compartiments. Cette dernière constitue un microenvironnement propice à l'échange des signaux moléculaires libérés par les trois principaux constituants de la JNM dont le rôle est in fine de contrôler la formation et la maintenance de la JNM. Parmi les composants de la lame basale synaptique jouant un rôle central dans l'établissement de la connectivité neuromusculaire, nous pouvons citer les lamines, le collagène de type IV (a3-a6), le collagène XIII, le perlecan et le collagène spécifique ColQ [START_REF] Singhal | Role of extracellular matrix proteins and their receptors in the development of the vertebrate neuromuscular junction[END_REF].

Il est à noter que l'équipe de R.Rudolf en 2016 a mis en évidence le rôle insoupçonné d'un quatrième compartiment contrôlant l'activité de la JNM : le système nerveux sympathique [START_REF] Khan | Sympathetic innervation controls homeostasis of neuromuscular junctions in health and disease[END_REF]. Les neurones sympathiques sont localisés à proximité de la JNM. Ils se ramifient autour des vaisseaux sanguins et des motoneurones. Leur étude montre que l'ablation de l'innervation sympathique (sympathectomie) conduit à des anomalies structurales et fonctionnelles des JNM. La voie de signalisation mise en jeux lors de ce processus est celle médiée par l'AMPc suite à l'activation des récepteurs musculaires b2-adrénergique (ADRB2).

En utilisant la méthode du FRET, les auteurs ont montré in vivo que la stimulation directe des neurones sympathiques entraine une augmentation locale d'AMPc (adénosine monophosphate cyclique) à la JNM. Cette dernière conduit à la translocation nucléaire du facteur de transcription PGC-1a (peroxisome proliferator-activated receptor g-coactivator 1a) permettant ainsi l'augmentation de l'expression de gènes postsynaptiques à la JNM tels que ceux codant les sous-unités des RACh et l'AChE [START_REF] Handschin | PGC-1alpha regulates the neuromuscular junction program and ameliorates Duchenne muscular dystrophy[END_REF]. Ces données permettent d'expliquer le succès des molécules sympathomimétiques tels que l'éphédrine et le salbutamol dans le traitement de certaines maladies affectant la transmission synaptique à la JNM telles que les syndromes myasthéniques congénitaux (SMC) [START_REF] Thompson | Targeted therapies for congenital myasthenic syndromes: systematic review and steps towards a treatabolome[END_REF].

La formation de la synapse neuromusculaire chez la souris

Compte tenu de sa simplicité d'accès et de sa grande taille, la JNM des vertébrés apparaît comme le meilleur modèle d'étude pour comprendre les mécanismes de synaptogenèse. Le développement de la JNM requiert la différenciation coordonnées et interdépendantes de ses trois principaux compartiments. Il s'agit d'un processus complexe reposant sur une communication trans-synaptique finement régulée au cours du temps. Un nombre limité de signaux joue un rôle instructif et indispensable dans ce processus. La formation de la JNM se fait en plusieurs étapes incluant l'initiation des contacts synaptiques, la différenciation des compartiments pré-et postsynaptiques, la maturation ainsi que l'élimination synaptique (Sanes and Lichtman, 2001) (Figure 5). Le modèle musculaire de choix pour l'étude des étapes embryonnaires de la formation de la JNM est le diaphragme, principal muscle inspiratoire assurant la ventilation pulmonaire chez les mammifères. Le diaphragme, organe séparant les cavités thoracique et abdominale, est innervé par le nerf phrénique. Le pattern d'innervation de ce muscle plat a été très bien caractérisé par C. Charoy et ses collaborateurs [START_REF] Charoy | Genetic specification of left-right asymmetry in the diaphragm muscles and their motor innervation[END_REF]) (Figure 6). Les auteurs ont mis en évidence un isomérisme caractéristique, s'établissant au cours de l'embryogenèse, du nerf phrénique à l'approche du diaphragme. Cette asymétrie se manifeste par l'activation différentielle de molécules ayant des rôles clefs dans le guidage axonal [START_REF] Jaworski | Autocrine/juxtaparacrine regulation of axon fasciculation by Slit-Robo signaling[END_REF]. Chez l'embryon de souris, à E15.5, c'est à dire au moment où le contact entre le nerf phrénique et le diaphragme s'établit [START_REF] Lin | Distinct roles of nerve and muscle in postsynaptic differentiation of the neuromuscular synapse[END_REF], le nerf phrénique se divise en deux collatérales : dorsale et ventrale. La distance entre le point d'entrée du nerf phrénique et la future zone synaptique diffère en fonction de l'hémidiaphragme considéré, conduisant à un pattern d'innervation caractéristique en « T » pour l'hémidiaphragme gauche et en « V » pour l'hémidiaphragme droit. De ces collatérales, appelées « tronc principal » du nerf phrénique, naissent des branchements primaires qui a leur tour se subdivisent en branchements secondaires puis tertiaires qui vont innerver des territoires musculaires. Les auteurs ont également montré une asymétrie au niveau du nombre de branchements défasciculés entre les hémisphères droit et gauche qui innervent les fibres musculaires. Les motoneurones font partie des neurones de projection et leurs axones s'étendent vers la périphérie en suivant des voies très stéréotypées. On constate la présence d'une grande diversité de motoneurones au sein de la moelle épinière du fait de l'exécution de différents programmes transcriptionnels et de l'activation de différentes voies de signalisation [START_REF] Clotman | Guidance of motor axons: where do we stand?[END_REF][START_REF] Dasen | Master or servant? emerging roles for motor neuron subtypes in the construction and evolution of locomotor circuits[END_REF][START_REF] Francius | Generating spinal motor neuron diversity: a long quest for neuronal identity[END_REF].

Les mécanismes qui spécifient l'identité et la mise en place des différents sous-types de neurones moteurs sont importants pour l'innervation correcte de leurs cibles. Parmi les motoneurones spinaux, seuls les motoneurones somatiques de type alpha innervent les muscles striés squelettiques. Les corps cellulaires de ces derniers sont regroupés dans la partie ventrale de la moelle épinière et s'organisent spatialement sous forme de « pools » de manière très précise selon trois axes embryonnaires : dorso-ventral, rostro-caudal et médio-latéral. Cette organisation semble suggérer que des mécanismes élaborés sont nécessaires pour guider le bon groupe d'axones moteurs à leur cible finale spécifique. De ces corps cellulaires émergent donc des axones moteurs dont l'extrémité est appelée cône de croissance. Cette structure, très motile et extrêmement sensible, permet la navigation des axones moteurs jusqu'à leur cible musculaire finale suite à l'interprétation de signaux de guidage [START_REF] Bouquet | Molecular mechanisms of axonal growth[END_REF]. Ces molécules de guidage créent un environnement moléculaire spécifique permettant au cône de croissance d'effectuer des choix directionnels au niveau de « points de décision » et ainsi de suivre des trajectoires stéréotypées. La nature attractive ou répulsive de ces signaux dépend des récepteurs exprimés par le cône de croissance. Pour les axones moteurs, quatre principales familles de molécules de guidages chemoattractives et/ou chemorépulsives ont été identifiées : les Nétrines, les Slits, les Ephrines et les Sémaphorines [START_REF] Dickson | Molecular mechanisms of axon guidance[END_REF]. A ce stade, le cône de croissance peut libérer, en réponse à une stimulation électrique, le neurotransmetteur ACh avant même l'établissement du contact synaptique avec les fibres musculaires [START_REF] Hume | Acetylcholine release from growth cones detected with patches of acetylcholine receptor-rich membranes[END_REF][START_REF] Young | Spontaneous release of transmitter from growth cones of embryonic neurones[END_REF].

Au cours de la myogenèse, plusieurs myoblastes mononuclés fusionnent en un myotube plurinucléé qui se différencie par la suite en fibre musculaire sous l'influence de différents facteurs de transcription spécifique du muscle. Chez la souris, avant l'innervation, aux stades E11-E12, les fibres musculaires ont la capacité intrinsèque de former un petit nombre d'agrégats de RACh aneuraux. Ces derniers sont distribués dans une vaste région centrale de la fibre musculaire, bien que préférentiellement accumulés à l'endroit où se formera la future synapse. Ce phénomène, appelé prepatterning musculaire, est indépendant de l'innervation motrice [START_REF] Arber | Patterning of skeletal muscle[END_REF][START_REF] Lin | Distinct roles of nerve and muscle in postsynaptic differentiation of the neuromuscular synapse[END_REF][START_REF] Yang | DNA topoisomerase IIbeta and neural development[END_REF] (Figure 5). Il a une fonction transitoire et sert essentiellement au bon positionnement du motoneurone à la synapse des vertébrés (Burden et al., 2013;Kim and Burden, 2008). Le domaine « prepatterné » est ensuite reconnu par la terminaison motoneuronale autour du stade E15.5 chez la souris [START_REF] Lin | Distinct roles of nerve and muscle in postsynaptic differentiation of the neuromuscular synapse[END_REF]. Les compartiments pré-et postsynaptique poursuivent leur différenciation conjointement suite au contact qui s'établit à partir du stade E15.5 chez la souris (Wu et al., 2010).

a. Différenciation de l'élément présynaptique

Quelques minutes suite au contact nerf/muscle, on observe l'établissement d'une neurotransmission spontanée et évoquée [START_REF] Chow | Release of acetylcholine from embryonic neurons upon contact with muscle cell[END_REF][START_REF] Xie | Initial events in the formation of neuromuscular synapse: rapid induction of acetylcholine release from embryonic neuron[END_REF].

Néanmoins, l'efficacité synaptique est initialement faible du fait de l'agrégation d'un trop petit nombre de RACh dans la membrane postsynaptique et d'une faible libération d'ACh [START_REF] Nakajima | The development of functional neuromuscular junctions in vitro: an ultrastructural and physiological study[END_REF]. Progressivement, le cône de croissance se différencie pour former le bouton terminal [START_REF] Linden | Neuromuscular junction development in the cutaneous pectoris muscle of Rana catesbeiana[END_REF]. Outre le fait que les branchements neuritiques se complexifient, la différenciation présynaptique s'accompagne essentiellement d'une augmentation du nombre de vésicules synaptiques et de zones actives ainsi que d'un changement dans la distribution des types de canaux Ca 2+ exprimés au niveau du bouton terminal du fait de l'expression de protéines synaptiques spécifiques. Ces changements ultrastructuraux favorisent l'augmentation de la libération, sous forme de quantum, d'ACh et par voie de conséquence l'augmentation de la neurotransmission.

La lame basale synaptique constitue l'une des principales sources d'acteurs majeurs de la différenciation présynaptique. Ces molécules agissent séquentiellement à partir de l'embryogenèse jusqu'à l'étape de maturation postnatale. Par exemple, différentes isoformes du collagène a de type IV [START_REF] Fox | Distinct target-derived signals organize formation, maturation, and maintenance of motor nerve terminals[END_REF][START_REF] Miner | Collagen IV alpha 3, alpha 4, and alpha 5 chains in rodent basal laminae: sequence, distribution, association with laminins, and developmental switches[END_REF] participent à l'agrégation des vésicules présynaptiques. Certains facteurs de croissance comme les FGF (fibroblast growth factors) ont la capacité de promouvoir la différenciation de la JNM et l'agrégation des vésicules présynaptiques. Les fibres musculaires sont la principale source de FGF. Les FGF agissent en tant que signaux rétrogrades en se liant aux récepteurs du FGF de type 2B (FGFR2B, Fibroblast growth factor receptor 2) ancrés à la membrane de l'élément présynaptique [START_REF] Fox | Distinct target-derived signals organize formation, maturation, and maintenance of motor nerve terminals[END_REF][START_REF] Zhang | Receptor specificity of the fibroblast growth factor family. The complete mammalian FGF family[END_REF]. Les laminines, et plus particulièrement la laminine b2, régulent la formation des zones actives en interagissant avec les récepteurs présynaptiques calcique dépendants du voltage afin de contrôler leur distribution [START_REF] Chen | Calcium channels link the muscle-derived synapse organizer laminin β2 to Bassoon and CAST/Erc2 to organize presynaptic active zones[END_REF][START_REF] Nishimune | A synaptic laminin-calcium channel interaction organizes active zones in motor nerve terminals[END_REF][START_REF] Singhal | Role of extracellular matrix proteins and their receptors in the development of the vertebrate neuromuscular junction[END_REF]. D'autres laminines synaptiques comme les laminines a4 et a5 sont requises pour la bonne apposition des éléments pré-et postsynaptiques [START_REF] Rogers | The role of laminins in the organization and function of neuromuscular junctions[END_REF].

b. Différenciation de l'élément postsynaptique Suite à l'innervation, le compartiment postsynaptique poursuit également sa différenciation initiée au cours du prepatterning musculaire (Figure 5). L'activité synaptique déclenche des mécanismes de raffinements postsynaptiques conduisant à (i) la redistribution des RACh prépatternés sous la synapse, (ii) la dispersion des RACh extrasynaptiques, (iii) la transcription spécifique au sein des noyaux musculaires sous-synaptiques de gènes codant pour les sousunités du RACh et d'autres protéines synaptiques et (iv) la stabilisation des territoires synaptiques (Wu et al., 2010). Lorsque la JNM se forme, la terminaison motoneuronale a la capacité de libérer deux facteurs aux actions antagonistes contribuant à l'enrichissement des RACh spécifiquement dans les régions synaptiques : l'Agrine, un héparane sulfate protéoglycane à action positive, dont nous détaillerons plus précisément le rôle dans la deuxième partie de ce manuscrit, et le neurotransmetteur ACh, à action négative. Plus précisément, sous l'impulsion de ces deux facteurs, les RACh prepatternés et néoformés ségrégent progressivement dans la région synaptique (>10 4 molécules/µm 2 ). De plus, l'activité électrique de la membrane postsynaptique, médiée par la libération d'ACh, conduit à l'inhibition de la transcription des gènes codant les sous-unités des RACh dans les noyaux extrasynaptiques et in fine à l'élimination des RACh extrasynaptiques et non stabilisés par endocytose (< 10 molécules/µm 2 ) [START_REF] Salpeter | Nicotinic acetylcholine receptors in vertebrate muscle: properties, distribution and neural control[END_REF][START_REF] Schaeffer | Targeting transcription to the neuromuscular synapse[END_REF]. Entre les stades E17-E19, les microagrégats de RACh dispersés se concentrent et fusionnent au centre de la fibre pour former un macroagrégat unique (Marques et al., 2000). Ces données sousentendent que l'accumulation d'ACh et d'Agrine dans la fente synaptique doit être finement régulée pour maintenir un bon niveau d'agrégation des RACh. Pour ce faire, la ChAT [START_REF] Brandon | Aberrant patterning of neuromuscular synapses in choline acetyltransferase-deficient mice[END_REF][START_REF] Misgeld | Roles of neurotransmitter in synapse formation: development of neuromuscular junctions lacking choline acetyltransferase[END_REF] et des métalloprotéases matricielles (MMP) qui ont la capacité de cliver certains éléments de la matrice extracellulaire (MEC) sont présentent pour limiter leur action [START_REF] Singhal | Role of extracellular matrix proteins and their receptors in the development of the vertebrate neuromuscular junction[END_REF][START_REF] Vansaun | Matrix metalloproteinase-3 removes agrin from synaptic basal lamina[END_REF][START_REF] Vansaun | Structural alterations at the neuromuscular junctions of matrix metalloproteinase 3 null mutant mice[END_REF][START_REF] Werle | Cell-to-cell signaling at the neuromuscular junction: the dynamic role of the extracellular matrix[END_REF][START_REF] Werle | Activity dependent removal of agrin from synaptic basal lamina by matrix metalloproteinase 3[END_REF].

Les JNM sont fonctionnelles à ce stade du développement mais ne sont pas suffisamment efficientes pour induire de manière précise la contraction musculaire. A cet instant, une même fibre musculaire est innervée par plusieurs motoneurones qui établissent de larges UM [START_REF] Chung | Selective remodeling: refining neural connectivity at the neuromuscular junction[END_REF][START_REF] Fuentes-Medel | Glia and muscle sculpt neuromuscular arbors by engulfing destabilized synaptic boutons and shed presynaptic debris[END_REF][START_REF] Tapia | Pervasive synaptic branch removal in the mammalian neuromuscular system at birth[END_REF]. On parle de polyinnervation.

La JNM nécessite donc d'être raffinée au cours d'une étape dite de maturation. La membrane postsynaptique est spécialisée pour répondre rapidement et de manière fiable à la libération de neurotransmetteurs par la terminaison présynaptique sus-jacente. Au cours de la période néonatale, tous les macroagrégats de RACh sont organisés sous la forme d'une plaque ovale de densité relativement uniforme. Les plaques commencent ensuite à montrer une augmentation progressive de la complexité de leur topographie (Figures 5 et 7). Lors de la première semaine postnatale, on observe une augmentation de l'aire de chaque plaque ovale et de la longueur des jonctions. Enfin, au cours de la deuxième semaine postnatale, du fait de la fuite progressive des agrégats de RACh vers les zones enrichies en récepteurs, la plaque ovale se perfore et prend une forme caractéristique dite en « pretzel » (Figure 7). Plus précisément, cette dernière se présente sous la forme d'un réseau de branches de RACh stabilisés dont la surface va augmenter parallèlement à la croissance du muscle (Balice- [START_REF] Balice-Gordon | In vivo observations of pre-and postsynaptic changes during the transition from multiple to single innervation at developing neuromuscular junctions[END_REF]Marques et al., 2000;Sanes and Lichtman, 2001). La membrane postsynaptique quant à elle s'invagine formant ainsi des replis ou « plis sous-neuraux » d'environ 1µm de profondeur, disposés orthogonalement le long de l'axe de la fibre musculaire et directement apposés aux zones actives. Cette modification morphologique de la membrane postsynaptique permet à la terminaison nerveuse de se loger correctement au sein de la gouttière synaptique et augmente b. Maturation de l'appareil présynaptique L'élément présynaptique poursuit ses modifications structurales et fonctionnelles initiées lors de la différenciation. L'accumulation des vésicules synaptiques et l'augmentation des zones actives conduisent à une augmentation du contenu quantique de la terminaison axonale qui deviennent moins susceptibles à la fatigue. Les terminaisons nerveuses deviennent également plus efficaces. En effet, les cellules de Schwann en contact avec la portion pré-terminale de l'axonale moteur deviennent myélinisantes, permettant ainsi la mise en place d'une conduction saltatoire de l'influx nerveux.

A la naissance, 90% des fibres musculaires striées squelettiques sont innervées par au moins deux axones moteurs qui occupent une surface relativement égale (Marques et al., 2000). Au cours de la première semaine du développement postnatale, seulement 40% des JNM sont innervées par deux motoneurones alors que les autres JNM deviennent monoinnervées.

Plusieurs facteurs sont à l'origine de la rétraction des terminaisons axonales excédentaires pour qu'une seule d'entre elles, puisse s'étaler et innerver la fibre musculaire cible [START_REF] Betz | The size of motor units during post-natal development of rat lumbrical muscle[END_REF][START_REF] Brown | Polyneuronal innervation of skeletal muscle in new-born rats and its elimination during maturation[END_REF]Sanes and Lichtman, 2001). Le raffinement des connexions synaptiques, incluant l'élimination et le remodelage des synapses existantes, est une étape essentielle à la formation d'une synapse neuromusculaire spécialisée et efficace. L'élimination synaptique est un processus progressif entre P0 et P15 (on estime la perte de la polyinnervation à 10% par jour) et asynchrone entre différentes fibres d'un même muscle [START_REF] Personius | Activity-dependent editing of neuromuscular synaptic connections[END_REF]. Il a été montré que l'activité synaptique entre différents axones en compétition pour un même territoire postsynaptique est essentielle pour initier le processus d'élimination synaptique. De ce fait, l'axone le plus actif gagne le territoire synaptique alors que les axones les moins actifs se rétractent (Figure 8). Ce mécanisme, appelé compétition Hebbian, conduit approximativement à la perte de la moitié des synapses initialement présentes (Balice- [START_REF] Balice-Gordon | In vivo observations of pre-and postsynaptic changes during the transition from multiple to single innervation at developing neuromuscular junctions[END_REF][START_REF] Buffelli | Genetic evidence that relative synaptic efficacy biases the outcome of synaptic competition[END_REF][START_REF] Busetto | Hebbian mechanisms revealed by electrical stimulation at developing rat neuromuscular junctions[END_REF][START_REF] Favero | Spike timing plays a key role in synapse elimination at the neuromuscular junction[END_REF][START_REF] Personius | Reduced gap junctional coupling leads to uncorrelated motor neuron firing and precocious neuromuscular synapse elimination[END_REF][START_REF] Personius | Loss of correlated motor neuron activity during synaptic competition at developing neuromuscular synapses[END_REF]. La compétition ainsi que le remodelage des connexions synaptiques à la JNM fait également intervenir d'autres intermédiaires comme la CSP et la fibre musculaire (Figure 8). La CSP, grâce à l'organisation de ses prolongements gliaux à proximité des synapses, décode la nature des propriétés synaptiques de chaque terminaison axonale [START_REF] Darabid | Glial cells decipher synaptic competition at the mammalian neuromuscular junction[END_REF]. L'élévation de la concentration de Ca 2+ dans la CSP est dépendante de la force synaptique de chaque terminaison nerveuse. De ce fait, la terminaison nerveuse la plus forte induit une réponse plus large de Ca 2+ chez la CSP que la terminaison nerveuse la plus faible. La CSP élimine les terminaisons axonales superflus par phagocytose [START_REF] Bishop | Axon branch removal at developing synapses by axosome shedding[END_REF][START_REF] Smith | Terminal Schwann cells participate in the competition underlying neuromuscular synapse elimination[END_REF] et favorise la survie du motoneurone persistant par la libération de facteurs neurotrophiques (comme le GDNF, Glial cell-derived neurotrophic factor) [START_REF] Henderson | GDNF: a potent survival factor for motoneurons present in peripheral nerve and muscle[END_REF][START_REF] Snider | Neurotrophins cause a new sensation[END_REF].

La fibre musculaire quant à elle, a la capacité de fournir des signaux de « récompenses » ou de « punition » en fonction de l'activité synaptique qu'elle détecte. Par exemple, la conversion du proBDNF (pro-brain-derived neurotrophic factor) en BDNF mature ((m)BDNF) participe à la compétition axonale [START_REF] Je | Role of pro-brain-derived neurotrophic factor (proBDNF) to mature BDNF conversion in activity-dependent competition at developing neuromuscular synapses[END_REF]. Plus précisément, la signalisation proBDNF-p75(NTR) favorise la rétraction de la terminaison axonale la plus faible, alors que la signalisation mBDNF-TrkB (tyrosine-related kinase B) p75NTR favorise la stabilisation de l'axone le plus actif.

Ainsi, la maturation de la JNM conduit à la stabilisation de l'ensemble des éléments constituants cette dernière (Figure 9). La fiabilité de la synapse neuromusculaire est dépendante de tous les processus décrits ci-dessus qui doivent être maintenus tout au long de la vie. A la JNM, plusieurs voies de signalisation sont impliquées dans la maturation coordonnée de l'élément présynaptique (vert), de la fibre muscle postsynaptique (rouge) et de la cellule de Schwann périsynaptique (CSP, gris). Les flèches en pointillées représentent les voies de signalisation controversées. L'Agrine, libérée par la terminaison nerveuse, la fibre musculaire et la CSP stimule l'agrégation des RACh. La neureguline 1 (NRG1), libérée par la terminaison nerveuse et/ou par la CSP, lie les récepteurs ERBB exprimés par la CSP ou par l 'élément postsynaptique (ERBB2 ou ERBB3). La liaison de NRG1 aux récepteurs ERBB de la CSP promeut la survie et la maturation des CSP. Bien que l'identité exacte de la signalisation reste controversée, l'activation des récepteurs ERBB par la NRG1 stimule l'agrégation des RACh dans l'élément postsynaptique. Les laminines synaptiques, comme les lamines b2, a4 et a5, sont libérées par la fibre musculaire. Localisées dans la lame basale, ce sont des glycoprotéines hétérotrimériques jouant un rôle critique dans l'alignement correct des compartiments pré-et postsynaptiques. Par exemple, la laminine b2 lie les canaux calciques présynaptique et régule la distribution des protéines formant les zones actives. Au regard du compartiment postsynaptique, les laminines interagissent avec les intégrines b1, favorisant l'agrégation des RACh. Les FGF (Fibroblast growth factor), et plus particulièrement FGF7, FGF10 et FGF22, sont libérés par la fibre musculaire et activent principalement les récepteurs au FGF de type 2B (FGF2B), localisés dans l'élément présynaptique. Les FGF ainsi que les chaines a (a2, a3 et a6) du collagène de type IV jouent un rôle clef dans l'agrégation des vésicules présynaptique. Le TGFb (transforming growth factor-b), dérivé des CSP, participe à la maturation présynaptique mais également à la différenciation postsynaptique en augmentant l'expression de l'Agrine. D'un point de vue fonctionnel, la CSP est capable d'analyser le contexte synaptique. Plus précisément, la libération d'ATP par la terminaison présynaptique est détectée par la CSP exprimant les récepteurs purinergiques de type 2Y (P2YR). La liaison de l'ATP au P2YR conduit à l'augmentation de la concentration intracellulaire de Ca 2+ de la CSP. La CSP exprime également des récepteurs muscariniques à l'ACh (mAChR). L'activation des mAChR par une application locale d'ACh déclenche aussi l'augmentation de Ca 2+ intracellulaire de la CSP. Enfin, des métalloprotéinases matricielles (MMP), localisées dans la matrice extracellulaire (MEC) régulent la composition de cette dernière et clivent certaines protéines synaptiques comme l'Agrine, pour limiter leur action. Adapté de [START_REF] Darabid | Neuromuscular synaptogenesis: coordinating partners with multiple functions[END_REF].

Chapitre 2. MuSK, l'organisateur central de la formation de la JNM

Les mécanismes moléculaires régissant la formation et la maintenance de la JNM ne sont pas totalement connus. La recherche des partenaires ou modulateurs de MuSK (pour Muscle-Specific Kinase), l'organisateur central de la JNM, impliqués dans le développement et la maintenance de la JNM constitue un élément indispensable pour l'avancée de nos recherches, et ce notamment afin d'initier de nouvelles stratégies thérapeutiques pour traiter certaines pathologies liées à un dysfonctionnement de la JNM. (Barik et al., 2014;[START_REF] Masiakowski | A novel family of cell surface receptors with tyrosine kinase-like domain[END_REF]Masiakowski and Yancopoulos, 1998). Le domaine cytoplasmique se subdivise en trois régions : (i) une région juxtamembranaire ; (ii) un domaine catalytique et (iii) une queue carboxy-terminale (C-ter) (Figure 10A). Tyr-553, capable de fixer l'ATP complexé aux ions Mn 2+ et Mg 2+ , est critique à l'induction de la phosphorylation de MuSK et donc à son activation [START_REF] Herbst | The juxtamembrane region of MuSK has a critical role in agrin-mediated signaling[END_REF][START_REF] Zhou | Distinct domains of MuSK mediate its abilities to induce and to associate with postsynaptic specializations[END_REF]. L'activité kinase ou phosphotransférase, résultant de l'auto-phosphorylation sur trois résidus tyrosine (Tyr-750/754 et 755) [START_REF] Till | Crystal structure of the MuSK tyrosine kinase: insights into receptor autoregulation[END_REF][START_REF] Valenzuela | Receptor tyrosine kinase specific for the skeletal muscle lineage: expression in embryonic muscle, at the neuromuscular junction, and after injury[END_REF] dans le domaine catalytique, conduit à la phosphorylation sur un groupement hydroxyle d'un résidu tyrosine localisé sur des protéines intracellulaires permettant l'initiation d'une pléthore de voies de signalisation critiques pour la formation de la JNM [START_REF] Herbst | The juxtamembrane region of MuSK has a critical role in agrin-mediated signaling[END_REF]. De manière intéressante, la phosphorylation d'une sérine en position (S751) dans la boucle d'activation de MuSK, à proximité des résidus critiques Tyr-750/754 et 755, a été récemment proposée comme un nouveau mécanisme de modulation de l'activité kinase de MuSK [START_REF] Camurdanoglu | MuSK Kinase Activity is Modulated By A Serine Phosphorylation Site in The Kinase Loop[END_REF].

Le récepteur MuSK

Rôle fondamental de MuSK à la JNM

Les embryons de souris déficients en MuSK (MuSK -/-) sont incapables de former des synapses neuromusculaires, et de ce fait meurent à la naissance d'une insuffisance respiratoire (DeChiara et al., 1996). Les embryons MuSK -/-ne présentent pas de prepatterning musculaire. De plus, au cours de la différenciation synaptique, les RACh sont exprimés par le muscle mais ne sont pas agrégés au niveau des synapses chez ces embryons mutants (Figure 11A). En plus de son rôle musculaire-autonome dans la différenciation du compartiment postsynaptique, le récepteur MuSK exerce également un rôle cellulaire non-autonome. En effet, les embryons de souris MuSK -/-présentent de profonds défauts de différentiation présynaptique caractérisés par une croissance aberrante des branchements neuritiques du fait de l'absence de territoire à innerver.

Cette donnée semble suggérer que l'absence de spéciation présynaptique est la résultante d'un défaut de libération de signaux rétrogrades. Par ailleurs, MuSK semble réguler l'expression de certains gènes synaptiques à la JNM. En effet, les gènes synaptiques sont préférentiellement transcrits dans les noyaux sous synaptiques. En l'absence de MuSK, il a été montré que ces gènes synaptiques sont exprimés dans tous les noyaux de la fibre musculaire chez les embryons MuSK -/- (Burden et al., 2013;DeChiara et al., 1996). Enfin, l'inactivation conditionnelle de l'expression de MuSK par l'utilisation d'un ARN interférent ou par l'utilisation du système Cre/LoxP dans des myofibres adultes conduit à un désassemblage synaptique [START_REF] Hesser | Synapse disassembly and formation of new synapses in postnatal muscle upon conditional inactivation of MuSK[END_REF][START_REF] Kong | Inhibition of synapse assembly in mammalian muscle in vivo by RNA interference[END_REF]. L'ensemble de ces résultats indique que MuSK joue un rôle crucial dans la formation et la maintenance de la JNM.

Rôle fondamental de la signalisation Agrine/LRP4/MuSK à la JNM de la souris

C'est principalement par des études de criblage génétique et par l'utilisation de modèles murins transgéniques que le rôle critique de la signalisation médiée par MuSK à la JNM a été démontré in vivo. La recherche des ligands et substrats de MuSK a été l'une des étapes critiques dans notre compréhension des mécanismes d'activation de ce récepteur au cours du développement et de la maintenance de la JNM. domaines EGF (Epidermal growth factor)-like ; 9 domaines follistatine-like (FS) ; 2 motifs laminine EGF-like ; 3 domaines laminine G-like ; 1 domaine N-terminal (contenant un motif de liaison à la laminine responsable de l'attachement de l'Agrine à la lame basale synaptique) et 1 domaine SEA (Sea Urchin Sperm protein ; Enterokinase, Agrine) [START_REF] Burgess | Alternatively spliced isoforms of nerve-and muscle-derived agrin: their roles at the neuromuscular junction[END_REF].

Les principaux partenaires ou substrats de MuSK

Depuis sa purification en 1987, à partir d'extraits de lame basale de l'organe électrique du poisson torpille Torpedo californica, cette protéine a fait l'objet de nombreuses études visant à caractériser son mode d'action.

L'Agrine est exprimée par les motoneurones, les fibres musculaires et la CSP mais seule l'isoforme neuronale est suffisante pour stimuler la différenciation postsynaptique [START_REF] Burgess | Alternatively spliced isoforms of nerve-and muscle-derived agrin: their roles at the neuromuscular junction[END_REF][START_REF] Gesemann | Acetylcholine receptor-aggregating activity of agrin isoforms and mapping of the active site[END_REF]J. F. Yang et al., 2001).

Les embryons de souris déficients pour l'Agrine (souris Agrine -/-) ne forment pas de JNM et meurent à la naissance [START_REF] Gautam | Defective neuromuscular synaptogenesis in agrin-deficient mutant mice[END_REF]. De manière intéressante, les phénotypes des embryons de souris Agrine -/-et MuSK -/-au stade E18.5 sont quasi similaires (Figure 11B), laissant suggérer que ces deux protéines font partie d'une voie de signalisation commune. Il était donc tentant de penser que l'Agrine serait le ligand de MuSK.

Pour étudier son rôle au cours du prepatterning musculaire, Yang et ses collaborateurs ont généré et analysé le phénotype des embryons de souris double mutants (Agrin -/-; Hb9 -/-) au stade E18.5 (X. Yang et al., 2001) (Figure 11C). Les auteurs ont démontré que malgré l'absence de motoneurone et d'Agrine neurale, des agrégats de RACh aneuraux se forment. Contrairement à MuSK, l'Agrine neurale n'est donc pas indispensable au prepatterning musculaire [START_REF] Burgess | Alternatively spliced isoforms of nerve-and muscle-derived agrin: their roles at the neuromuscular junction[END_REF] mais joue un rôle clef au cours de la spéciation postsynaptique en maintenant la distribution des agrégats de RACh prépatternés et en induisant la formation d'agrégats de RACh neuronaux.

Des premières études in vitro ont montré que l'Agrine était capable d'activer MuSK en stimulant sa phosphorylation (Glass et al., 1996b(Glass et al., , 1996a)). Cependant, la capacité de l'Agrine à stimuler la phosphorylation complète de MuSK nécessite plus de 5min (Glass et al., 1996a).

Les ligands qui se lient directement aux RTrk sont capables d'activer ces derniers en 1min, suggérant que des étapes intermédiaires interviennent entre la liaison de l'Agrine à MuSK et la stimulation de l'activité kinase de MuSK.

Compte tenu de la faible affinité de liaison entre l'Agrine et MuSK (Kim and Burden, 2008) et de l'incapacité de l'Agrine à stimuler la phosphorylation de MuSK en système hétérologue (Glass et al., 1996a), il a été proposé que MuSK bien que capable de transduire le signal médié par l'Agrine, n'est pas le récepteur de l'Agrine. Comment l'Agrine stimule MuSK et initie la voie de signalisation médiée par MuSK ?

Les embryons de souris déficients pour LRP4 (LRP4 -/-) meurent à la naissance de détresse respiratoire (Weatherbee et al., 2006). Le phénotype de ces derniers est caractérisé au stade E13.5 par une absence de prepatterning musculaire et au stade E18.5 par de profonds défauts de différenciation synaptique similaires à ceux observés chez les mutants Agrine -/-et MuSK -/- (Figure 11D), suggérant que ces trois protéines pourraient participer à une voie de signalisation commune (Weatherbee et al., 2006). Par la suite, il a été montré que LRP4 est le récepteur fonctionnel de l'Agrine, nécessaire et suffisant à l'initiation d'une voie de signalisation cruciale à la formation et à la maintenance de la JNM (Kim et al., 2008;Zhang et al., 2008). Nous détaillerons plus précisément la liaison Agrine/LRP4 ainsi que le mécanisme d'activation de MuSK par ce complexe protéique dans la section 2.2 de ce chapitre.

2.1.3. Downstream of tyrosine kinase 7 (Dok7), l'un des principaux modulateurs intracellulaires de MuSK Dok7 est une protéine adaptatrice de 55 kDa localisée dans le compartiment postsynaptique de la JNM [START_REF] Okada | The muscle protein Dok-7 is essential for neuromuscular synaptogenesis[END_REF]. Dok7 est exprimée de manière sélective dans le muscle strié squelettique et le muscle cardiaque. Les ARNm codant la protéine Dok-7 sont enrichis dès le stade E14.5 dans la région centrale de la fibre musculaire. Toutefois, dès le stade E18,5, on observe une redistribution des ARNm codant la protéine Dok-7 au cours de la différenciation synaptique, ces derniers étant localisés uniformément le long de la fibre musculaire [START_REF] Inoue | Dok-7 activates the muscle receptor kinase MuSK and shapes synapse formation[END_REF]. Dok7 appartient à la famille des adaptateurs Dok dont la structure est caractérisée par un domaine pleckstrin-homology (PH) en N-terminale, un domaine PTB et Src homology 2 (SH2) en C-terminale [START_REF] Mashima | The roles of Dok family adapters in immunoreceptor signaling[END_REF].

L'abolition du gène Dok-7 chez la souris montre, entre autres défauts, une absence de prepatterning musculaire ainsi que des anomalies de la différenciation postsynaptiques, anomalies similaires à celles observées chez les souris mutantes MuSK -/-, Agrine -/-et LRP4 -/- (Figure 11E) [START_REF] Inoue | Dok-7 activates the muscle receptor kinase MuSK and shapes synapse formation[END_REF][START_REF] Okada | The muscle protein Dok-7 is essential for neuromuscular synaptogenesis[END_REF].

La Rapsyne, l'un des substrats indirects de MuSk

La Rapsyne est une protéine myristoylée de 43 kDa accumulée dans la membrane postsynaptique de la JNM. Cette protéine présente trois domaines spécifiques : sept répétitions tétratrichopeptides (TRP) localisées en région N-terminale, une région « coiled-coil » et un domaine RING (Really interesting new gene) en doigt de zinc en région C-terminale [START_REF] Bartoli | Interactions of the rapsyn RING-H2 domain with dystroglycan[END_REF][START_REF] Dobbins | alpha-Actinin interacts with rapsyn in agrinstimulated AChR clustering[END_REF][START_REF] Ramarao | Mechanism of nicotinic acetylcholine receptor cluster formation by rapsyn[END_REF]) (Figure 12). La région « coiledcoil » permet à la Rapsyn de lier à la fois la sous-unité b du RACh et l'a-actinine [START_REF] Dobbins | alpha-Actinin interacts with rapsyn in agrinstimulated AChR clustering[END_REF]. Le domaine RING lie le b-dystroglycane (b-DAG) [START_REF] Bartoli | Interactions of the rapsyn RING-H2 domain with dystroglycan[END_REF] et possède une activité catalytique dont le rôle est de neddyler les sous-unités du RACh afin de permettre leur agrégation [START_REF] Li | Enzymatic Activity of the Scaffold Protein Rapsyn for Synapse Formation[END_REF]. Enfin, il semblerait que les répétitions TRP médient l'oligomérisation de la Rapsyne et se lient à MACF1 (Microtubule-actin cross-linking factor 1), une protéine d'échafaudage contenant des sites de liaison aux microtubules et au cytosquelette d'actine [START_REF] Antolik | The actin binding domain of ACF7 binds directly to the tetratricopeptide repeat domains of rapsyn[END_REF][START_REF] Oury | MACF1 links Rapsyn to microtubule-and actin-binding proteins to maintain neuromuscular synapses[END_REF]. La Rapsyne joue un rôle essentiel dans l'ancrage des RACh dans la membrane postsynaptique en se liant directement à la boucle intracellulaire de la sous-unité b du RACh, entre les segments transmembranaires TM3-TM4, via son domaine « coiled-coil » [START_REF] Maimone | Interaction of the 43 kd postsynaptic protein with all subunits of the muscle nicotinic acetylcholine receptor[END_REF][START_REF] Neubig | Acetylcholine and local anesthetic binding to Torpedo nicotinic postsynaptic membranes after removal of nonreceptor peptides[END_REF][START_REF] Sakmann | Role of acetylcholine receptor subunits in gating of the channel[END_REF]. Très peu de données de la littérature démontrent les processus par lesquels la Rapsyne agit sur l'ancrage des RACh. En effet, les mécanismes moléculaires activés en aval de MuSK et conduisant au recrutement de la Rapsyne ne sont pas bien compris.

Les souris déficientes en Rapsyne meurent prématurément au cours de la période périnatale du fait de l'absence de JNM (Figure 11F) [START_REF] Gautam | Failure of postsynaptic specialization to develop at neuromuscular junctions of rapsyn-deficient mice[END_REF]. En l'absence de Rapsyne, les RACh sont exprimés, en raison d'un programme transcriptionnel spécifique à la synapse [START_REF] Friese | Synaptic differentiation is defective in mice lacking acetylcholine receptor beta-subunit tyrosine phosphorylation[END_REF], mais ne sont pas stabilisés à la membrane de l'élément postsynaptique [START_REF] Zuber | Structure and superorganization of acetylcholine receptor-rapsyn complexes[END_REF]. En regard du compartiment présynaptique, l'étude du pattern d'innervation des embryons de souris Rapsyn -/-montre une croissance aberrante des branchements motoneuronaux en direction de la périphérie du muscle, similaire à celle observée pour les mutants cités ci-dessus [START_REF] Gautam | Failure of postsynaptic specialization to develop at neuromuscular junctions of rapsyn-deficient mice[END_REF].

Schéma fonctionnel de la voie de signalisation Agrine/LRP4/MuSK

Concernant la différenciation postsynaptique, l'ensemble de ces études phénotypiques a permis de mettre en place le schéma fonctionnel suivant : une fois libérée par la terminaison motoneuronale, l'Agrine, accumulée dans la fente synaptique, interagit avec son co-récepteur LRP4 (Kim et al., 2008;Zhang et al., 2008). Cette liaison s'établit entre les résidus Asn1283 et Ile1285 de la région Z8 de l'Agrine et le domaine BP1 de LRP4, bien que les dernières répétitions LDLa contribuent également à la liaison de l'Agrine (Zhang et al., 2008;Zong et al., 2012). Plus précisément, deux complexes Agrine/LRP4 s'assemblent pour constituer un complexe tétramérique qui potentialise l'interaction entre MuSK et LRP4 (Figure 13). Le troisième domaine BP joue un rôle critique dans la liaison de LRP4 à MuSK [START_REF] Ohkawara | LRP4 third β-propeller domain mutations cause novel congenital myasthenia by compromising agrin-mediated MuSK signaling in a position-specific manner[END_REF][START_REF] Selcen | Impaired Synaptic Development, Maintenance, and Neuromuscular Transmission in LRP4-Related Myasthenia[END_REF][START_REF] Zhang | Agrin binds to the N-terminal region of Lrp4 protein and stimulates association between Lrp4 and the first immunoglobulin-like domain in muscle-specific kinase (MuSK)[END_REF]. L'association entre LRP4 et MuSK, renforcée par la liaison de l'agrine à LRP4, est médiée par le premier domaine Ig-like de MuSK [START_REF] Zhang | Agrin binds to the N-terminal region of Lrp4 protein and stimulates association between Lrp4 and the first immunoglobulin-like domain in muscle-specific kinase (MuSK)[END_REF]Zong et al., 2012).

A la JNM des vertébrés, des analyses plus approfondies ont montré que LRP4 est localisée dans les compartiments pré-et postsynaptiques (Weatherbee et al., 2006;Wu et al., 2012b). De manière intéressante, les composantes musculaire et motoneuronale de LRP4 exercent des fonctions distinctes. LRP4 musculaire lie l'Agrine neurale en cis, forme un complexe avec MuSK et fonctionne comme un ligand de MuSK pour stimuler sa phosphorylation (Kim et al., 2008;Zhang et al., 2008;Zong et al., 2012). LRP4 musculaire joue non seulement un rôle essentiel dans l'agrégation et la restriction des RACh dans la région centrale des fibres musculaires mais constitue également un signal rétrograde critique pour la différenciation présynaptique, et ce, indépendamment de MuSK (Wu et al., 2012b;Yumoto et al., 2012). En l'absence de l'isoforme musculaire, LRP4 monotoneural quant à lui, promeut la formation d'agrégats de RACh immatures par un mécanisme impliquant son ectodomaine. Plus précisément, sa région extracellulaire est clivée et sert de récepteur en trans à l'agrine permettant l'activation de MuSK (Wu et al., 2012b). S'ensuit la trans-activation du complexe LRP4/MuSK. MuSK, une fois activé, constitue une plateforme d'échafaudage moléculaire favorisant le recrutement de différents effecteurs intracellulaires et par voie de conséquence l'initiation voire la modulation d'une pléthore de voies de signalisation impliquées dans la spéciation postsynaptique. Seule la voie majeure, impliquant les acteurs principaux cités ci-dessus, sera évoquée dans ce manuscrit (Zong et al., 2012).

La phosphorylation du résidu Tyr-553 dans la région juxtamembranaire de MuSK conduit au recrutement de la protéine adaptatrice Dok-7 [START_REF] Yamanashi | Activation of receptor protein-tyrosine kinases from the cytoplasmic compartment[END_REF]. Il est à noter que Dok-7 est non seulement indispensable pour l'activité basale de MuSK mais également à l'activation de MuSK en présence d'Agrine [START_REF] Inoue | Dok-7 activates the muscle receptor kinase MuSK and shapes synapse formation[END_REF]. Les domaines PTB et PH de Dok7 permettent la liaison à la tyrosine phosphorylée localisée dans la région juxtamembranaire de MuSK [START_REF] Hamuro | Mutations causing DOK7 congenital myasthenia ablate functional motifs in Dok-7[END_REF][START_REF] Okada | The muscle protein Dok-7 is essential for neuromuscular synaptogenesis[END_REF] et l'homodimérisation de Dok7, respectivement [START_REF] Bergamin | The cytoplasmic adaptor protein Dok7 activates the receptor tyrosine kinase MuSK via dimerization[END_REF]. En effet, des études structurales ont montré que Dok-7 fonctionne en tant que dimère pour promouvoir la dimérisation et l'autophosphorylation de MuSK in vitro [START_REF] Bergamin | The cytoplasmic adaptor protein Dok7 activates the receptor tyrosine kinase MuSK via dimerization[END_REF]. Dok7 joue deux rôles essentiels dans la formation de la JNM in vivo : (i) elle est un activateur de MuSK en maintenant ce dernier dans une conformation active (en phosphorylant puis en conservant le résidu Tyr-553 dans un état phosphorylé) et (ii) elle est un substrat de MuSK. En effet, suite à la liaison de l'Agrine sur le couple LRP4/MuSK, les résidus Y396 et Y406 de la région C-ter de Dok7 sont phosphorylés, favorisant le recrutement (sur deux motifs entourant les tyrosines 396 et 406) de deux autres adaptateurs, Crk et Crk-L contenant des domaines SH2 et SH3 [START_REF] Hallock | Dok-7 regulates neuromuscular synapse formation by recruiting Crk and Crk-L[END_REF][START_REF] Hamuro | Mutations causing DOK7 congenital myasthenia ablate functional motifs in Dok-7[END_REF]. Une cascade de transduction du signal, impliquant l'association de Crk et Crk-L avec Sorbst1 et Sorbst2 [START_REF] Hallock | Sorbs1 and -2 Interact with CrkL and Are Required for Acetylcholine Receptor Cluster Formation[END_REF], aboutit à la phosphorylation de la sous-unité b du RACh sur un résidu Tyr-390 [START_REF] Borges | Identification of a motif in the acetylcholine receptor beta subunit whose phosphorylation regulates rapsyn association and postsynaptic receptor localization[END_REF][START_REF] Mittaud | A single pulse of agrin triggers a pathway that acts to cluster acetylcholine receptors[END_REF][START_REF] Wallace | Agrin induces phosphorylation of the nicotinic acetylcholine receptor[END_REF]. Cette phosphorylation constitue un signal d'adressage de la Rapsyne au RACh et renforce leur association [START_REF] Borges | Identification of a motif in the acetylcholine receptor beta subunit whose phosphorylation regulates rapsyn association and postsynaptic receptor localization[END_REF][START_REF] Ramarao | Mechanism of nicotinic acetylcholine receptor cluster formation by rapsyn[END_REF]. Les molécules recrutées en aval des adaptateurs Crk et Crk-L et impliquées dans le développement de la JNM ne sont, à ce jour, pas encore connues.

Parallèlement à la phosphorylation de la sous-unité b du RACh, la signalisation MuSK/Agrine/LRP4 stimule la phosphorylation de la Rapsyne sur un résidu tyrosine Y86 localisé dans son domaine N-terminal TRP [START_REF] Xing | A mechanism in agrin signaling revealed by a prevalent Rapsyn mutation in congenital myasthenic syndrome[END_REF]. La phosphorylation du résidu Y86 de la Rapsyne promeut l'auto-association de la Rapsyne et par voie de conséquence l'activation de son domaine E3 ubiquitine ligase permettant ainsi le maintien et la stabilité du RACh neddylé à la membrane post-synaptique.

Il est a noté que la nature des facteurs rétrogrades et des mécanismes moléculaires et cellulaires impliqués dans le processus de différenciation présynaptique sont encore mal connus à ce jour.

Une question reste en suspens. Comment le récepteur MuSK est-il activé au cours des stades précédents la libération d'Agrine par le motoneurone, c'est à dire lors du prepatterning musculaire ?

L'une des hypothèses émises est celle de l'auto-activation de MuSK. Dans ce modèle, en l'absence de tout ligand, deux monomères LRP4 (chacun lié à un monomère MuSK) sont capables de s'associer afin de permettre la formation d'un dimère MuSK capable de s'activer par transphosphorylation (Burden et al., 2013;Kim et al., 2008;Zhang et al., 2008).

Toutefois, la découverte de Lrp4 et de la présence d'un domaine riche en cystéine dans la région extracellulaire de MuSK a soulevé la possibilité d'une participation des morphogènes Wnt dans la formation de la JNM.

Les protéines Wnt, les nouveaux partenaires de MuSK à la JNM des vertébrés

De manière très intéressante, le domaine CRD de MuSK est homologue à celui présent dans la région N-ter des récepteurs de la famille Frizzled (Fz), récepteurs connus pour lier les protéines de la famille Wnt (Stiegler et al., 2009). Plusieurs études récentes ont montré le rôle de ces molécules au cours de la mise en place de la JNM (Boëx et al., 2018).

Généralités

Les Wnts sont des lipo-glycoprotéines riches en cystéines, d'environ 40 kDa, destinées à être sécrétées [START_REF] Wiese | Wnt signalling: conquering complexity[END_REF]. Le rôle des morphogènes Wnts dans divers processus développementaux est bien documenté. Ils sont impliqués dans l'embryogenèse, la morphogenèse, la migration cellulaire, le guidage axonal, l'apoptose et jouent un rôle majeur dans la programmation des cellules souches [START_REF] Hikasa | Wnt signaling in vertebrate axis specification[END_REF][START_REF] Pećina-Slaus | Wnt signal transduction pathway and apoptosis: a review[END_REF][START_REF] Van Amerongen | Towards an integrated view of Wnt signaling in development[END_REF]. Les voies de signalisation médiées par les Wnts sont complexes et l'ensemble de leurs rôles physiologiques est encore loin d'être déchiffré. Chez les vertébrés, les protéines Wnt activent différentes voies de signalisation incluant: la voie canonique (dépendante de la b-caténine), et les voies non canoniques de polarité cellulaire planaire (PCP pour Planar Cell Polarity) et Wnt-calcium [START_REF] Huelsken | New aspects of Wnt signaling pathways in higher vertebrates[END_REF][START_REF] Logan | The Wnt signaling pathway in development and disease[END_REF]. Ces trois voies de signalisation ont la particularité de s'initier via l'activation de la protéine adaptatrice Dishevelled (Dvl). Bien que la subdivision des voies de signalisation Wnt en voies canonique et non canonique est « pratique », il est important de garder à l'esprit que ces voies de signalisation s'entrecroisent pour orchestrer de manière coordonnée plutôt qu'indépendamment les unes des autres un même processus biologique [START_REF] Wiese | Wnt signalling: conquering complexity[END_REF].

Dans ce manuscrit, nous nous focaliserons sur les voies Wnt canonique et Wnt/PCP à la JNM.

Récemment, plusieurs études ont permis de souligner le rôle central de ces protéines dans la régulation de la synaptogenèse centrale [START_REF] Hall | Axonal remodeling and synaptic differentiation in the cerebellum is regulated by WNT-7a signaling[END_REF][START_REF] Lucas | WNT-7a induces axonal remodeling and increases synapsin I levels in cerebellar neurons[END_REF] et périphérique (Koles and Budnik, 2012;[START_REF] Packard | The Drosophila Wnt, wingless, provides an essential signal for pre-and postsynaptic differentiation[END_REF]. Chez les invertébrés et les vertébrés, les Wnts se sont révélées comme des signaux critiques impliqués dans de multiples aspects de formation de la JNM incluant le positionnement, la différenciation ainsi que la maintenance de cette dernière (Barik et al., 2014;Boëx et al., 2018;Klassen and Shen, 2007;Koles and Budnik, 2012).

Rôle des protéines Wnt dans l'agrégation des récepteurs à l'acétylcholine

Les études princeps sur le rôle des Wnts dans la différenciation postsynaptique à la JNM remontent à 2008 au cours desquelles Henriquez et ses collaborateurs ont réalisé des expériences de gain et de perte de fonction des morphogènes Wnt chez le poulet. En implantant des patchs de cellules exprimant Wnt3 dans l'aile d'embryons de poulet, avant l'apparition des premiers agrégats de RACh, les auteurs ont montré que les Wnts sont critiques à la formation d'agrégats de RACh sans affecter la croissance du muscle (Henriquez et al., 2008). De plus, dans des cellules musculaires en culture, Wnt3 potentialise le nombre et la taille des agrégats de RACh induits par l'agrine. L'ensemble de ces résultats a permis de suggérer pour la première fois que les ligands Wnts sont impliqués dans la différenciation de l'élément postsynaptique chez les vertébrés.

A la JNM des mammifères, Wnt2,3a,[START_REF] Barik | Crosstalk between Agrin and Wnt signaling pathways in development of vertebrate neuromuscular junction[END_REF][START_REF] Koles | Wnt signaling in neuromuscular junction development[END_REF]7b,9a et 11 MuSK en vue de promouvoir de manière indépendante ou coopérative (Wnt4 et Wnt11) l'agrégation des RACh in vitro en l'absence d'agrine (Barik et al., 2014;Messéant et al., 2017;Strochlic et al., 2012;Zhang et al., 2012). Il est a noté que l'action de Wnt9a et Wnt11 requiert la présence de LRP4, avec lequel elles interagissent (Zhang et al., 2012).

De manière intéressante, plusieurs études soulignent le rôle pro-versus anti-synaptogénique des protéines Wnts dans l'agrégation des RACh in vitro. Alors que Wnt3,[START_REF] Barik | Crosstalk between Agrin and Wnt signaling pathways in development of vertebrate neuromuscular junction[END_REF]9a,9b,10b,11 et Wnt16 stimulent l'agrégation des RACh aneuraux de manière dose-dépendante ; Wnt3a, 7a, 8a et 10b ont un effet antagoniste sur l'agrégation des RACh médiée par l'agrine (Barik et al., 2014;Wang and Luo, 2008;Zhang et al., 2012). Wnt3a a la capacité de disperser les agrégats de RACh induits par l'agrine dans des cellules musculaires en culture (Zhang et al., 2007).

Cependant, la modulation positive ou négative de l'agrégation des RACh aneuraux ou induits par l'agrine par Wnt3, 9b, 10b, 16 ou Wnt7a, 8a,10b respectivement, se fait via un mécanisme indépendant de MuSK, laissant suggérer que d'autres récepteurs aux Wnts, tels que les récepteurs de la famille Frizzled (Fz), sont présents à la JNM (Barik et al., 2014) (Figure 15). (Gordon et al., 2012;Jing et al., 2009). Toutefois, le rôle des morphogènes Wnts et de leur liaison au CRD de MuSK chez les mammifères est controversé. Alors que certaines analyses phénotypiques réalisées chez des mutants Wnt4 -/-et Wnt11 -/-montrent de profonds défauts de formation des JNM (Messéant et al., 2017;Strochlic et al., 2012), l'équipe de S.J. Burden semble suggérer que la délétion simple ou combinée de Wnt4 et Wnt11 chez la souris n'affecte pas la formation de la synapse neuromusculaire [START_REF] Remédio | Diverging roles for Lrp4 and Wnt signaling in neuromuscular synapse development during evolution[END_REF]. De plus, dans l'étude réalisée par Messéant et ses collaborateurs, la délétion par recombinaison homologue du domaine CRD de MuSK chez la souris (MuSKDCRD) engendre au stade embryonnaire des défauts de prepatterning musculaire et de différenciation synaptique (Figure 16A) conduisant chez la souris adulte, à d'importants défauts morphologiques et fonctionnelles des JNMs caractérisés par un démantèlement progressif des plaques motrices et à des défauts de neurotransmission. Ces derniers sont associés à une faiblesse et une fatigabilité musculaire, signes cliniques caractéristiques observés chez les patients atteints de SMC (Messéant et al., 2015). Par ailleurs, plusieurs données cliniques suggèrent également l'implication du CRD de MuSK dans les pathologies de la JNM. En effet, des mutations dans le CRD de MuSK (Mihaylova et al., 2009;[START_REF] Cruz | Congenital myasthenic syndrome due to mutations in MUSK suggests that the level of MuSK phosphorylation is crucial for governing synaptic structure[END_REF], de même que la présence d'anticorps dirigés contre le CRD de MuSK (Otsuka et al., 2015;[START_REF] Takamori | Antibodies against Wnt receptor of muscle-specific tyrosine kinase in myasthenia gravis[END_REF] ont été identifiées respectivement chez des patients souffrant de SMC ou de myasthénie grave (MG). Cependant, le rôle fonctionnel de la liaison des Wnts au CRD de MuSK in vivo a été remis en question par l'équipe de S. Burden (Figure 16B). En analysant le phénotype d'embryons de souris MuSKDCRD, obtenu par la technique CRISPR-Cas9 de type II, les auteurs ont montré que la délétion du CRD de MuSK n'affecte ni le prepatterning musculaire ni la maintenance de la JNM au stade adulte [START_REF] Remédio | Diverging roles for Lrp4 and Wnt signaling in neuromuscular synapse development during evolution[END_REF].

De plus, dans cette étude, l'équipe de S. Burden a généré une souris mutante chez laquelle le gène Wntless (Wls), gène codant pour l'un composant majeur de la machinerie de sécrétion des protéines Wnt, est spécifiquement délété dans le muscle. De manière intéressante, aucun défaut neuromusculaire n'a été observé chez ces souris [START_REF] Remédio | Diverging roles for Lrp4 and Wnt signaling in neuromuscular synapse development during evolution[END_REF], suggérant que la sécrétion des Wnts par le muscle n'est pas indispensable à la formation de la synapse neuromusculaire chez la souris. En revanche, Shen et collaborateurs en 2018 ont proposé un nouveau modèle selon lequel la libération des Wnts par le motoneurone régulerait le développement de la JNM. Dans cette étude les auteurs ont spécifiquement délété le gène Wls dans le motoneurone (souris HB9-Wls -/-). Les analyses morphologique et fonctionnelle de ces souris montrent que ces dernières souffrent de fatigabilité neuromusculaire du fait de profonds défauts de différenciation motoneuronale altérant la transmission synaptique. Ces défauts présynaptiques conditionneraient la différenciation postsynaptique caractérisée par une mauvaise formation des gouttières synaptiques et par la fragmentation des agrégats de RACh (Shen et al., 2018). Les premières preuves expérimentales démontrant le rôle d'une signalisation Wnt dans le développement de la JNM ont été faites par l'équipe de Lin Mei en 2002(Luo et al., 2002).

Dans cette étude, les auteurs suggèrent que Dvl-1 interagit avec MuSK et régule l'agrégation des RACh dans des cellules musculaires.

A posteriori, l'analyse du phénotype des diaphragmes des embryons déficients en Dvl-1 a confirmé le rôle de ce dernier dans la distribution des agrégats de RACh (Henriquez et al., 2008). Dans des cellules musculaires en culture, l'agrégation des RACh médiée par Wnt4 et Wnt11 nécessite l'activation transcriptionnelle, dépendante de la b-caténine, des gènes codant les sous-unités des RACh (Messéant et al., 2017). En revanche, Wnt3a disperse les agrégats de RACh induits par l'agrine en inhibant l'expression de la Rapsyne d'une manière dépendante de la b-caténine (Wang et al., 2008;Wang and Luo, 2008).

Afin d'étudier le rôle de la signalisation Wnt canonique in vivo au cours des étapes précoces de la formation de la JNM, Messéant et collaborateurs ont récemment développé une technique de micro-injection guidée par ultrasons d'inhibiteurs sécrétés des voies de signalisation Wnt. Plus particulièrement, Dkk1 (Dickkopf-related protein 1), un inhibiteur soluble de la voie canonique dépendante de la b-caténine [START_REF] Niehrs | Function and biological roles of the Dickkopf family of Wnt modulators[END_REF], qui interagit avec LRP5/6 mais aussi LRP4 [START_REF] Choi | Lrp4, a novel receptor for Dickkopf 1 and sclerostin, is expressed by osteoblasts and regulates bone growth and turnover in vivo[END_REF]Shen et al., 2015), a été micro-injecté dans le péritoine d'embryons de souris au stade E12.5 afin de cibler le diaphragme avant que les JNM ne se forment. L'effet de l'inhibition de la voie canonique sur la différenciation pré-et postsynaptique a ensuite été étudié au stade E15 par immunofluorescence des JNM du diaphragme et a révélé (i) de profonds défauts de différenciation postsynaptique caractérisés par une diminution drastique du nombre et du volume des agrégats de RACh et (ii) une augmentation de la largeur de la bande synaptique (Messéant et al., 2017). De manière intéressante, cette augmentation de la largeur de la bande synaptique a également été observée suite à une délétion (HSA-b-caténine -/-; Li et al., 2008) ou un gain de fonction (par délétion de l'exon3 codant les résidus phosphorylables par le complexe de destruction ; Wu et al., 2012a) de la b-caténine spécifiquement dans le muscle mais pas dans les motoneurones.

En plus de son rôle dans la différenciation postsynaptique, la voie de signalisation Wnt canonique semble également être nécessaire à la différenciation et à la fonction de l'élément présynaptique. Premièrement, le pattern d'innervation du diaphragme des embryons injectés avec Dkk1 présente une croissance aberrante de la longueur des branchements neuritiques, lesquels au lieu de s'arrêter au niveau des agrégats de RACh qu'ils innervent, poursuivent leur croissance en direction de la périphérie du muscle (Messéant et al., 2017). Deuxièmement, les mutants HSA-b-caténine -/-présentent une délocalisation des branchements du nerf phrénique alors que les agrégats de RACh restent accumulés dans la région centrale des fibres musculaires conduisant à une augmentation de la longueur des branchements neuritiques (Li et al., 2008).

De plus, la délétion de la b-caténine musculaire conduit à une diminution du nombre de vésicules présynaptiques et à une réduction de la libération d'ACh affectant la neurotransmission (Li et al., 2008). Troisièmement, le gain de fonction de la b-caténine musculaire induit une défasciculation associée à une augmentation de la complexité de l'arborisation des axones moteurs (Wu et al., 2012a). L'ensemble de ces résultats suggère que l'activité transcriptionnelle de la b-caténine dans le muscle contrôlerait l'expression d'une signalisation rétrograde ayant un rôle instructif sur la différenciation présynaptique et/ou l'arrêt de la croissance axonale.

Basée sur cette hypothèse, l'équipe de Lin Mei a réalisé en 2015 un crible protéique ayant permis l'identification de Slit2. La surexpression de Slit2 dans le muscle d'embryons de souris déficients en b-caténine restaure en partie les déficits présynaptiques observés chez ces derniers. Slit2 constitue donc l'un des nombreux facteurs rétrogrades encore non identifiés à ce jour utilisé par la b-caténine musculaire pour réguler la différenciation de l'élément présynaptique (Wu et al., 2015).

L'ensemble de ces résultats montre le rôle de la signalisation Wnt canonique dans la différenciation des compartiments pré-et postsynaptique et souligne que le niveau d'activité de cette voie de signalisation doit être maintenu dans un équilibre finement régulé pour permettre la formation de la synapse neuromusculaire. Cependant, les défauts de différenciation présynaptiques observés dans les embryons micro-injectés par Dkk1 sont différents de ceux constatés dans des embryons injectés avec Sfrp4 (Secreted Frizzled related protein 4), un inhibiteur sécrété capable de séquestrer les ligands Wnt inhibant ainsi l'ensemble des voies de signalisation associées [START_REF] Bovolenta | Beyond Wnt inhibition: new functions of secreted Frizzled-related proteins in development and disease[END_REF][START_REF] Cruciat | Secreted and transmembrane wnt inhibitors and activators[END_REF]. De fait, l'injection de Sfrp4 conduit à une diminution du nombre et de la longueur des branchements secondaires, laissant suggérer qu'une autre voie de signalisation Wnt indépendante de la b-caténine est impliquée dans la formation de la JNM (Messéant et al., 2017).

Une autre étude, réalisée par l'équipe de Salinas, rejoint l'hypothèse selon laquelle une voie Wnt non canonique pourrait participer à la différenciation de la JNM (Henriquez et al., 2008).

En effet, dans des cellules musculaires en culture, Wnt3, protéine exprimée par le motoneurone, stimule l'agrégation des RACh médiée par l'agrine dans l'aile du poulet en développement à travers une voie de signalisation non canonique dépendante de l'activation des petites GTPases RhoA et Rac (Henriquez et al., 2008).

Chez le poisson zébre, Gordon et ses collaborateurs ont montré que Wnt4a et Wnt11r coopèrent pour initier la formation d'agrégats de RAChs aneuraux en stimulant l'endocytose de MuSK/Unplugged via la voie non canonique de polarité planaire cellulaire (PCP) (Gordon et al., 2012) [START_REF] Simons | Planar cell polarity signaling: from fly development to human disease[END_REF][START_REF] Wang | Tissue/planar cell polarity in vertebrates: new insights and new questions[END_REF][START_REF] Zallen | Planar polarity and tissue morphogenesis[END_REF]. La voie de signalisation PCP est très conservée au cours de l'évolution et régule la polarité cellulaire et la morphologie tissulaire au cours de nombreux processus développementaux [START_REF] Hale | Conservation of Planar Polarity Pathway Function Across the Animal Kingdom[END_REF][START_REF] Schenkelaars | Retracing the path of planar cell polarity[END_REF].

La voie de polarité planaire chez les invertébrés

C'est en 1982 que les premières études sur la voie PCP ont été reportées en utilisant comme modèle Drophila melanogaster [START_REF] Gubb | A genetic analysis of the determination of cuticular polarity during development in Drosophila melanogaster[END_REF]. Plusieurs études génétiques portant sur les mécanismes sous-jacents à la polarisation et à l'orientation des trichomes couvrant l'aile (structures riches en actine et microtubules) et des ommatidies (photorécepteurs de l'oeil) ont permis d'identifier au moins deux cassettes génétiques contrôlant de manière synergique la voie PCP. La première cassette contient les gènes codant pour les protéines du groupe Fat/Dachsous/Four-Jointed [START_REF] Axelrod | Differential recruitment of Dishevelled provides signaling specificity in the planar cell polarity and Wingless signaling pathways[END_REF][START_REF] Lawrence | Planar cell polarity: one or two pathways?[END_REF]. Fat (Ft) et Dachsous (Ds) sont deux cadhérines atypiques alors que Four-jointed (Fj) est une sérine/thréonine protéine kinase localisée dans l'appareil de Golgi [START_REF] Zeidler | The four-jointed gene is required in the Drosophila eye for ommatidial polarity specification[END_REF]. Alors que Ft est exprimé de manière uniforme, Ds est exprimé suivant un gradient décroissant proximo-distal et Fj suivant un gradient inverse à celui de Ds [START_REF] Ma | Fidelity in planar cell polarity signalling[END_REF]. La seconde cassette contient les gènes codant pour les acteurs « centraux » du groupe Fz/Flamingo [START_REF] Simons | Planar cell polarity signaling: from fly development to human disease[END_REF][START_REF] Zallen | Planar polarity and tissue morphogenesis[END_REF]. Cette dernière comprend (i) des protéines transmembranaires : le récepteur à sept domaines transmembranaires Frizzled (Fz); une cadhérine atypique à sept domaines transmembranaires Flamingo/starry night (Fmi/Stan); la tétraspanine Van Gogh-like ou Strabismus (Vang/Stbm) et (ii) des protéines intracellulaires: la protéine de liaison à Fz, Dishevelled (Dsh ou Dvl) ; la protéine Diego (Dgo) caractérisée par des répétitions du motif ankyrine et la protéine avec un domaine Lim : Prickle (Pk) [START_REF] Singh | Planar cell polarity signaling: coordination of cellular orientation across tissues[END_REF]. Chez la drosophile, deux principales caractéristiques ont été identifiées concernant le rôle de ces protéines centrales. Premièrement, des mutations de perte ou de gain de fonction dans chacun de ces gènes centraux conduit à de profonds défauts de polarisation et d'orientation des trichomes couvrant l'aile et des ommatidies. Deuxièmement, les protéines du groupe Fz/Flamingo sont capables de ségréger de manière stéréotypée et asymétrique en deux complexes dans le plan de l'épithélium de l'aile de Drophila melanogaster [START_REF] Devenport | The cell biology of planar cell polarity[END_REF]:

Fz, Dsh et Dgo sont accumulées dans la partie distale alors que Vang et Pk sont localisées au niveau proximal de la cellule épithéliale [START_REF] Bastock | Strabismus is asymmetrically localised and binds to Prickle and Dishevelled during Drosophila planar polarity patterning[END_REF][START_REF] Das | Diego interacts with Prickle and Strabismus/Van Gogh to localize planar cell polarity complexes[END_REF][START_REF] Jenny | Prickle and Strabismus form a functional complex to generate a correct axis during planar cell polarity signaling[END_REF][START_REF] Wu | A quest for the mechanism regulating global planar cell polarity of tissues[END_REF]. Fmi est quant à elle localisée à la fois dans les régions proximale et distale de la cellule [START_REF] Adler | Planar signaling and morphogenesis in Drosophila[END_REF][START_REF] Eaton | Planar polarization of Drosophila and vertebrate epithelia[END_REF][START_REF] Strutt | Asymmetric localization of frizzled and the establishment of cell polarity in the Drosophila wing[END_REF][START_REF] Strutt | Asymmetric localisation of planar polarity proteins: Mechanisms and consequences[END_REF]. En se positionnant entre les complexes Fz/Dsh/Dgo et Vang/Pk, Fmi contrôle l'asymétrie et permet la communication entre deux cellules voisines au travers de liaisons homophiliques (Chen et al., 2008). De plus, Fmi permet aux acteurs du groupe Fz/Flamingo d'interagir entre eux de manière préférentielle contribuant ainsi à leur localisation asymétrique au niveau cellulaire [START_REF] Adler | The frizzled/stan pathway and planar cell polarity in the Drosophila wing[END_REF]. Par exemple, Fmi favorise l'interaction entre Fz situé au pôle distal d'une cellule et Vang localisé au pôle proximal d'une cellule voisine [START_REF] Wu | The frizzled extracellular domain is a ligand for Van Gogh/Stbm during nonautonomous planar cell polarity signaling[END_REF]. De ce fait, la mutation de l'un des gènes centraux de la voie PCP conduit à la mauvaise localisation et orientation de tous les autres membres de la cassette [START_REF] Klein | Planar cell polarization: an emerging model points in the right direction[END_REF]) (Figure 18A). principaux régulateurs du cytosquelette d'actine et du réseau de microtubules ; (ii) Dvl forme un complexe avec Rac1 qui active JNK par phosphorylation [START_REF] Boutros | Dishevelled activates JNK and discriminates between JNK pathways in planar polarity and wingless signaling[END_REF][START_REF] Yamanaka | JNK functions in the non-canonical Wnt pathway to regulate convergent extension movements in vertebrates[END_REF] dans le but de réguler également certains éléments du cytosquelette et la transcription de gènes cibles via c-Jun (Montcouquiol et al., 2006).

dirigée des cellules au cours de ce processus, laissant suggérer qu'un niveau finement régulé de l'expression des gènes de la PCP est nécessaire à la bonne morphogenèse des tissus [START_REF] Goto | The planar cell polarity gene strabismus regulates convergence and extension and neural fold closure in Xenopus[END_REF][START_REF] Jessen | Zebrafish trilobite identifies new roles for Strabismus in gastrulation and neuronal movements[END_REF][START_REF] Wallingford | Dishevelled controls cell polarity during Xenopus gastrulation[END_REF].

Enfin, l'extension convergence de la plaque neurale, phénomène dépendant de la voie PCP, est centrale pour la morphogenèse du système nerveux précoce (Kibar et al., 2001b;[START_REF] Wallingford | Neural tube closure requires Dishevelled-dependent convergent extension of the midline[END_REF]. Le SNC est initialement formé d'une feuille plate de cellules neuroépithéliales. Au cours de la neurulation, les lamellipodes polarisés des cellules neuroépithéliales conduisent les mouvements d'extension-convergence jusqu'à la formation du tube neurale [START_REF] Colas | Towards a cellular and molecular understanding of neurulation[END_REF][START_REF] Elul | Cellular mechanism underlying neural convergent extension in Xenopus laevis embryos[END_REF][START_REF] Keller | Planar induction of convergence and extension of the neural plate by the organizer of Xenopus[END_REF][START_REF] Takeuchi | The prickle-related gene in vertebrates is essential for gastrulation cell movements[END_REF][START_REF] Wallingford | Xenopus Dishevelled signaling regulates both neural and mesodermal convergent extension: parallel forces elongating the body axis[END_REF]. Toute mutation dans les gènes codant les acteurs majeurs de la voie PCP conduit à une altération des mouvements d'extension convergence dans le mésoderme axial et le neuroépithélium, avant le début de la neurulation. En effet, les plis neuraux sont largement espacés, empêchant leur apposition et leur fusion, nécessaires à la fermeture du tube neural [START_REF] Wallingford | Neural tube closure requires Dishevelled-dependent convergent extension of the midline[END_REF].

que Vangl2 pourrait être un partenaire de Celsr3 et Fz3 au cours du processus de guidage axonal. Toutefois, cette hypothèse a été réfutée par l'utilisation de mutants constitutifs Vangl2 (Vangl2 -/-). Contrairement aux phénotypes observés chez les mutants Fz3 et Celsr3, la commissure antérieure, les tractus thalamo-cortical, cortico-thalamique et cortico-spinale se développent normalement en l'absence de Vangl2 (Hua et al., 2014;[START_REF] Qu | Genetic evidence that Celsr3 and Celsr2, together with Fzd3, regulate forebrain wiring in a Vanglindependent manner[END_REF]Zhou et al., 2008) (Shafer et al., 2011). Spécifiquement au cône de croissance, l'hyperphosphorylation de Fzd3 médiée par Dvl conduit à la localisation de Fzd3 à la membrane plasmique. Cependant, en présence de Vangl2, la phosphorylation de Fzd3 médiée par Dvl est inhibée conduisant à l'internalisation de Fzd3 (Shafer et al., 2011). Le rôle antagoniste de Vangl2 et Dvl sur la régulation du pool de Fzd3 membranaire semble être nécessaire à la mise en place d'une voie de signalisation PCP dans le contexte de la dynamique du cône de croissance et permet aux cônes de croissance d'être hautement sensible aux signaux de guidage axonal lors de la traversée de la plaque du plancher (Fenstermaker et al., 2010;Lyuksyutova et al., 2003;Shafer et al., 2011;[START_REF] Zou | Wnt signaling in axon guidance[END_REF].

Vangl2, un nouvel acteur à la JNM chez la souris ?

Initialement identifié en 1998 chez Drosophila Melanogaster sous le nom de Vang/Strabismus (Stbm) [START_REF] Taylor | Van Gogh: a new Drosophila tissue polarity gene[END_REF][START_REF] Wolff | Strabismus, a novel gene that regulates tissue polarity and cell fate decisions in Drosophila[END_REF] et al., 2010;[START_REF] Torban | Genetic interaction between members of the Vangl family causes neural tube defects in mice[END_REF]. Nous focaliserons donc notre attention sur la protéine Vangl2.

Gène, protéine et adressage à la membrane plasmique

Localisé sur le long bras du chromosome 1 chez les mammifères (localisation cytogénétique : 1q23.2), le gène VANGL2 code pour une tétraspanine composée de 521 acides-aminés dont la masse moléculaire est proche de 60 kDa [START_REF] Katoh | Comparative genomics on Vangl1 and Vangl2 genes[END_REF]. La topologie de cette protéine est caractérisée par des régions amino-et carboxy-terminale cytosoliques et la présence de quatre domaines transmembranaires contigus (TM1-4) (Figure 19). Les boucles entre les domaines TM1-TM2 et TM3-TM4 sont extracellulaires alors que la boucle entre les domaines TM2-TM3 est cytosolique (Iliescu et al., 2011a). La région amino-terminale ne semble pas avoir de rôle fonctionnel malgré la présence de deux sites de phosphorylation Ser/Thr [START_REF] Gao | Wnt signaling gradients establish planar cell polarity by inducing Vangl2 phosphorylation through Ror2[END_REF] ; la région carboxy-terminale héberge quant à elle (i) plusieurs domaines d'interaction protéiques [START_REF] Jenny | Prickle and Strabismus form a functional complex to generate a correct axis during planar cell polarity signaling[END_REF]Torban et al., 2004b) ; (ii) un signal d'export à partir du réseau trans-golgien (TGN, Trans golgi network) [START_REF] Guo | A novel GTP-binding protein-adaptor protein complex responsible for export of Vangl2 from the trans Golgi network[END_REF] et (iii) un motif conservé de liaison aux protéines contenant un domaine PDZ (PDZ-BDM : PSD-95, DLG, ZO1-binding domain motif) [START_REF] Guo | A novel GTP-binding protein-adaptor protein complex responsible for export of Vangl2 from the trans Golgi network[END_REF][START_REF] Wolff | Strabismus, a novel gene that regulates tissue polarity and cell fate decisions in Drosophila[END_REF].

Les mécanismes cellulaires par lesquels Vangl2 atteint sa localisation membranaire à partir de son site de biosynthèse, à savoir la lumière du réticulum endoplasmique (RE), sont encore flous.

Un rôle pour Sec24b dans le trafic vésiculaire antérograde de Vangl2 a été démontré [START_REF] D'arcangelo | Vesicle-mediated export from the ER: COPII coat function and regulation[END_REF][START_REF] Merte | Sec24b selectively sorts Vangl2 to regulate planar cell polarity during neural tube closure[END_REF][START_REF] Wansleeben | Planar cell polarity defects and defective Vangl2 trafficking in mutants for the COPII gene Sec24b[END_REF]. Le gène SEC24B code l'un des composants du coatomère composé de protéines COPII (Coat protein complex II) assurant le transport centrifuge de Vangl2 depuis le RE et en direction de l'appareil de Golgi.

Dans des cellules Hela, la petite GTPase Arfrp1 (ADP-ribosylation factor related protein 1) et AP-1(Adaptor protein 1) jouent un rôle important dans l'export de Vangl2 à partir du TGN jusqu'à sa localisation finale, à savoir la partie proximale de la membrane plasmique de la cellule épithéliale polarisée. Plus précisément, Arfrp1 expose la sous-unité µ1 de AP-1 qui a la capacité d'interagir avec un motif consensus (YYXXF) localisé dans la partie C-terminale de Vangl2 [START_REF] Guo | A novel GTP-binding protein-adaptor protein complex responsible for export of Vangl2 from the trans Golgi network[END_REF]. En fonction du contexte tissulaire, Vangl2 requiert également l'interaction physique avec d'autres protéines telles que Celsr1 (follicule pileux), Srib (cochlée)

et Magi-2 (rein) pour atteindre sa bonne localisation membranaire [START_REF] Babayeva | Planar cell polarity pathway regulates actin rearrangement, cell shape, motility, and nephrin distribution in podocytes[END_REF][START_REF] Devenport | Planar polarization in embryonic epidermis orchestrates global asymmetric morphogenesis of hair follicles[END_REF]Montcouquiol et al., 2006). Une fois adressée à la membrane plasmique, un mécanisme de régulation par endocytose se met en place. Des expériences de biotinylation de surface dans des cellules HEK293T ont mis en évidence la régulation du pool de Vangl2 membranaire. Deux régulateurs de l'endocytose, Rab5 et la dynamine participent à ce processus [START_REF] Nagaoka | The Wnt/planar cell polarity pathway component Vangl2 induces synapse formation through direct control of N-cadherin[END_REF] Chez tous les modèles vertébrés, la perte de fonction de Vangl2 est associée à l'apparition de malformations congénitales de fermeture du tube neural (NTDs, neural tube defects). Comme dit précédemment, les NTDs résultent de perturbations des mouvements d'extensionconvergence qui ont lieu lors de la gastrulation et de la neurulation au cours de l'embryogenèse.

Les NTDs ont une étiologie complexe et multifactorielle. En plus de l'implication de facteurs environnementaux et génétiques [START_REF] Mitchell | Epidemiology of neural tube defects[END_REF], plusieurs données de la littérature soulignent le rôle clé des gènes VANGL1, VANGL2, PRICKLE1, FRIZZLED6 et CELSR1 dans la pathogenèse des NTDs (Kibar et al., 2011;[START_REF] Kibar | Toward understanding the genetic basis of neural tube defects[END_REF][START_REF] Kibar | Mutations in VANGL1 associated with neural-tube defects[END_REF]. On distingue deux formes cliniques des anomalies de fermeture du tube neural : les NTDs ouvertes (Li et al., 2018). Plusieurs récentes études suggèrent que les morphogènes Wnts et leurs voies de signalisation associées pourraient réguler la mise en place de la connectivité neuromusculaire chez les mammifères (Barik et al., 2014;Henriquez et al., 2008;Li et al., 2008;Messéant et al., 2017;Strochlic et al., 2012;Wu et al., 2012a;Zhang et al., 2012). Parmi les 19 Wnts répertoriées chez les mammifères, Wnt3, 4, 9a, 9b, 10b, 11 et 16 stimulent l'agrégation des RACh dans des cellules musculaires in vitro (Barik et al., 2014;Messéant et al., 2017;Strochlic et al., 2012;Zhang et al., 2012). Cet effet prosynaptogénique requiert pour les ligands Wnt4, 9a et 11 leur interaction avec le domaine extracellulaire riche en cystéines (CRD) de MuSK, domaine homologue à celui des récepteurs Fz (Strochlic et al., 2012;Zhang et al., 2012) 
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Myriam Boe ¨x1,3 , Julien Messe ´ant 1,3 , Ste ´phanie Bauche ´1, Bertrand Fontaine 1 , Claire Legay 2 and Laure Strochlic 1

The development and maintenance of the neuromuscular connectivity relies on a temporally fine-tuned balance of distinct bi-directional communication between motor neurons and their muscle targets. Disruption of this communication leads to functional and structural defects that affect the motor function and causes severe neuromuscular pathologies. A limited number of secreted molecules exchanged across the synaptic cleft are critical for the development and maintenance of the nerve/muscle contact. Among those factors, members of the large family of Wnt molecules, best known for their role in numerous developmental processes have emerged as complex key players at the neuromuscular junction (NMJ), being possibly involved in multiple aspects of synapse positioning, differentiation and maintenance. Yet, their specific mode of action and downstream signaling in vivo remain controversial in mammals creating a certain degree of confusion as to the mechanistic frame of Wnt-elicited function at the NMJ. Recent advances in understanding the role of the Wnt signaling network during mammalian NMJ formation and maintenance is reviewed here.

Introduction

Initiation and control of motion requires a bidirectional communication between the nerve terminal of (motor) neurons and muscles through a specialized synapse, the neuromuscular junction (NMJ). NMJ dysfunction occurs in many neuromuscular diseases, either due to motoneuronal and/or muscle defects, all resulting in muscle weakness and loss of mobility with major economic and social consequences [1 ,2]. Among these diseases, the genetically inherited congenital myasthenic syndromes (CMS) are caused by mutations in genes coding for proteins critical for neurotransmission and appear early during development [START_REF] Engel | Congenital myasthenic syndromes: pathogenesis, diagnosis, and treatment[END_REF]. The impact of these mutations on motor performances highlight the importance of several steps and signaling molecules in synaptogenesis. The secreted Wnt molecules, best known for their role in numerous developmental processes have emerged as critical signals involved in multiple aspects of NMJ positioning, differentiation and maintenance in both invertebrates and vertebrates [START_REF] Barik | Crosstalk between Agrin and Wnt signaling pathways in development of vertebrate neuromuscular junction[END_REF][START_REF] Klassen | Wnt signaling positions neuromuscular connectivity by inhibiting synapse formation in C. elegans[END_REF][START_REF] Koles | Wnt signaling in neuromuscular junction development[END_REF]. The conserved role of Wnts in synaptogenesis applies to different types of chemical synapses, glutamatergic in fruit flies or cholinergic in zebrafish, nematode and mice. However the analysis of Wnt mechanisms in this function is complexified by the specificity of the Wnts, the (co)-existence of several receptors and signaling pathways within the same species and across species [START_REF] Koles | Wnt signaling in neuromuscular junction development[END_REF]. Wnt receptors belong to a large family of proteins including the canonical Frizzled (Fzd), Derailed/Ryk and ROR receptors. Most of the canonical Wnt Fzd receptors are expressed in muscle cells and in embryonic diaphragms and could therefore mediate Wnt functions in postsynaptic differentiation. Yet, so far, only Fzd9 has been reported in this process [START_REF] Avile ´s | Frizzled-9 impairs acetylcholine receptor clustering in skeletal muscle cells[END_REF]. Among the ROR family, MuSK (Muscle specific kinase) is primarily known for its role in acetylcholine receptor (AChR) clustering and is indispensable for NMJ formation. The presence of a cysteine-rich domain (CRD [START_REF] Masiakowski | The Wnt receptor CRD domain is also found in MuSK and related orphan receptor tyrosine kinases[END_REF]) homologous to the Wnt-binding domain found in Fzd receptors [START_REF] Stiegler | Crystal structure of the frizzled-like cysteine-rich domain of the receptor tyrosine kinase MuSK[END_REF] in MuSK has stimulated a new field of investigations. A number of studies has tested the role of Wnts and MuSK as a Wnt receptor in NMJ development. Yet, the specific functions of these molecules in this context and downstream signaling in vivo remain controversial in mammals creating a certain degree of confusion as to the mechanistic frame of Wnt-elicited function at the NMJ. Recent advances in understanding the complex role of Wnt ligands and downstream signaling network mediated in part by MuSK during mammalian NMJ formation and maintenance are reviewed here.

Wnt ligands and Wnt/MuSK interaction in mammalian NMJ formation: an on-going debate

At the vertebrate NMJ, motor nerve terminals release acetylcholine (ACh) that binds and activates nicotinic ACh receptors (nAChR) to trigger muscle contraction. NMJ formation is a multi-steps process that requires a temporally coordinated integration of both anterograde and retrograde signals. Aneural AChR are first clustered in a broad central and prospective synaptic region of the muscle before the first axonal contacts during a process called muscle prepatterning [START_REF] Tintignac | Mechanisms regulating neuromuscular junction development and function and causes of muscle wasting[END_REF]. AChR cluster size, shape and number are then refined upon innervation which triggers the release of anterograde signals such as agrin and ACh that induce new neural AChR synaptic clusters and disperse the non-synaptic ones. A limited number of synaptic organizers constitute the core machinery regulating the formation, maturation and function of the vertebrate neuromuscular synapse. Among those molecules, the receptor complex formed by MuSK and Lrp4, a member of the low-density lipoprotein receptor related protein family, represents the central scaffold orchestrating all steps of NMJ formation and maintenance from the postsynaptic side [1 ,2]. Beside the well-documented activation of this receptor complex by the nervederived anterograde agrin factor, it was recently found that Wnts mediate MuSK/Lrp4 signaling [START_REF] Jing | Wnt signals organize synaptic prepattern and axon guidance through the zebrafish unplugged/MuSK receptor[END_REF][START_REF] Strochlic | Wnt4 participates in the formation of vertebrate neuromuscular junction[END_REF][START_REF] Zhang | Wnt proteins regulate acetylcholine receptor clustering in muscle cells[END_REF]. Among the 19 Wnts listed in the mouse or human genome [START_REF] Nusse | Wnt/b-catenin signaling, disease, and emerging therapeutic modalities[END_REF], binding and activation of MuSK, through its CRD and/or Lrp4 has been reported for Wnt4, 9a and 11 to promote alone or cooperatively (Wnt4 and Wnt11) AChR clustering in a saturable dose-dependent manner in muscle cells in vitro [START_REF] Barik | Crosstalk between Agrin and Wnt signaling pathways in development of vertebrate neuromuscular junction[END_REF][START_REF] Jing | Wnt signals organize synaptic prepattern and axon guidance through the zebrafish unplugged/MuSK receptor[END_REF][START_REF] Strochlic | Wnt4 participates in the formation of vertebrate neuromuscular junction[END_REF][START_REF] Zhang | Wnt proteins regulate acetylcholine receptor clustering in muscle cells[END_REF][START_REF] Messe ´ant | Wnts contribute to neuromuscular junction formation through distinct signaling pathways[END_REF]. In contrast, Wnt3a, which also binds MuSK, disperses AChR clusters by repressing the expression of Rapsyn, a scaffold protein essential for the anchoring of AChRs [START_REF] Wang | Wnt/beta-catenin signaling suppresses Rapsyn expression and inhibits acetylcholine receptor clustering at the neuromuscular junction[END_REF]. In addition, several other Wnts negatively (Wnt7a, 8a and 10b) or positively (Wnt3 and 10b) modulate aneural or agrin-induced AChR clusters in a MuSK-independent manner [START_REF] Barik | Crosstalk between Agrin and Wnt signaling pathways in development of vertebrate neuromuscular junction[END_REF][START_REF] Henriquez | Wnt signaling promotes AChR aggregation at the neuromuscular synapse in collaboration with agrin[END_REF]. Altogether these in vitro experiments suggest that multiple Wnts ligands initiate downstream pathways via binding to MuSK/Lrp4 or to other Fzd receptors to regulate aneural AChR clustering and fine-tuned agrin signaling, although the mechanisms underlying the crosstalk between Wnt and agrin signaling largely remain unknown.

Whereas results from in vitro studies are rather coherent among several groups, in vivo evidence for the endogenous role of Wnt ligands and the functional role of Wnt/ MuSK interaction in mammalian NMJ formation is controversial and a subject of debate. We demonstrated that the single deletion of Wnt4 or Wnt11 partially disrupted aneural and neural AChR clustering and that the combined injection of both Wnts before NMJ start to form promoted AChR clustering [START_REF] Strochlic | Wnt4 participates in the formation of vertebrate neuromuscular junction[END_REF][START_REF] Messe ´ant | Wnts contribute to neuromuscular junction formation through distinct signaling pathways[END_REF], while S. Burden's group showed that the single or combined deletion of Wnt4/Wnt11 did not affect NMJ development [START_REF] Reme ´dio | Diverging roles for Lrp4 and Wnt signaling in neuromuscular synapse development during evolution[END_REF]. In addition, injection of the Wnt antagonist secreted Fzdrelated protein 4 (Sfrp4) reduces AChR clustering in mouse embryonic diaphragms [START_REF] Messe ´ant | Wnts contribute to neuromuscular junction formation through distinct signaling pathways[END_REF] and R-spondin 2, a Wnt agonist enriched at the NMJ, interacts with the leucine-rich repeat-containing G-protein coupled receptor 5 (Lgr5) to promote MuSK activation and AChR clustering, in a Wnt-dependent but agrin-independent manner [START_REF] Nakashima | R-spondin 2 promotes acetylcholine receptor clustering at the neuromuscular junction via Lgr5[END_REF]. However, NMJ formation appears normal in mouse embryos lacking Wntless (Wls), a key core component of the Wnt secretion machinery, in muscle tissues [START_REF] Reme ´dio | Diverging roles for Lrp4 and Wnt signaling in neuromuscular synapse development during evolution[END_REF]. This result suggests that Wnt secretion from muscle cells is not required for mammalian NMJ development, although a clear mechanistic picture of the Wnt secretion pathways at the NMJ remains to be demonstrated. For example, it is not clear whether Wls is required for the secretion of all Wnts and to which extend its alteration leads to downstream Wnt signaling inhibition in mammalian muscles. In addition, given that multiple Wnt ligands are expressed and can be secreted either by the muscle, motor nerve terminal and/or terminal Schwann cells [START_REF] Jing | Wnt signals organize synaptic prepattern and axon guidance through the zebrafish unplugged/MuSK receptor[END_REF][START_REF] Strochlic | Wnt4 participates in the formation of vertebrate neuromuscular junction[END_REF][START_REF] Zhang | Wnt proteins regulate acetylcholine receptor clustering in muscle cells[END_REF][START_REF] Henriquez | Wnt signaling promotes AChR aggregation at the neuromuscular synapse in collaboration with agrin[END_REF][START_REF] Krylova | WNT-3, expressed by motoneurons, regulates terminal arborization of neurotrophin-3-responsive spinal sensory neurons[END_REF][START_REF] Sienknecht | Comprehensive Wnt-related gene expression during cochlear duct development in chicken[END_REF] with possible redundant and compensatory functions at the NMJ, negative results from phenotype analyses of tissue specific mouse mutant embryos should be interpreted with caution. Therefore, a clear integrated view of Wnts function at the NMJ, taking into account the three NMJ compartments still awaits for future studies.

In zebrafish, Wnt4a and Wnt11r initiate muscle prepatterning but not synapse differentiation in a process that requires MuSK CRD independently of Lrp4 [START_REF] Jing | Wnt signals organize synaptic prepattern and axon guidance through the zebrafish unplugged/MuSK receptor[END_REF][START_REF] Gordon | Initiation of synapse formation by Wnt-induced MuSK endocytosis[END_REF]. In mice, Lrp4 is required for both prepatterning and NMJ differentiation but controversial results have been reported regarding the role of MuSK CRD. We showed that MuSK CRD deletion caused profound defects of NMJ formation from the prepatterning step [START_REF] Messe ´ant | MuSK frizzled-like domain is critical for mammalian neuromuscular junction formation and maintenance[END_REF], while NMJ development appeared normal, except for a wider distribution of AChR clusters in another MuSKDCRD deficient mouse generated by the group of S. Burden using the CRISPR/Cas9 system [START_REF] Reme ´dio | Diverging roles for Lrp4 and Wnt signaling in neuromuscular synapse development during evolution[END_REF]. Since at that time we did not have a straightforward explanation for this discrepancy we decided to confirm that the mutated MuSK we generated had a reduced function reflecting the NMJ defects observed. For this, we analyzed the NMJ phenotype of trans-heterozygous MuSK DCRD=À mice, obtained by breeding MuSK DCRD=þ with MuSK þ=À strains to assess whether MuSK DCRD=À mouse embryos phenocopy the NMJ defects observed in MuSK DCRD=DCRD . Whole-mount diaphragms from E18.5 WT, MuSK DCRD=þ , MuSK þ=À and MuSK DCRD=À were stained with a-bungarotoxin (a-BTX) to detect AChR clusters and antibodies against neurofilament (NF) and synaptophysin (Syn) to visualize axons and nerve terminals respectively (Figure 1a). As previously showed MuSK DCRD=þ and MuSK þ=À embryos [14 ,23] did not exhibit any NMJ phenotypic abnormalities (except for a slight increase in the length of secondary nerve branches in MuSK þ=À embryos). However, compared to WT embryos, AChR clusters in MuSK DCRD=À hemidiaphragms were distributed in a 1.5-fold wider region of the muscle, were drastically reduced in number (by 70%) and in volume (by 33%), although reminder AChR clusters were juxtaposed to nerve terminals (Figure 1a). In addition, MuSK DCRD=À embryos showed aberrant extension of motor axons, bypassing AChR clusters and growing excessively toward the periphery of the diaphragm (Figure 1hi). These new data further demonstrate that the NMJ defects observed in the MuSK mutant are caused by a loss of function of MuSK CRD and strongly argue in favor of a role of Wnt/MuSK interaction in mammalian muscle prepatterning and synapse differentiation/maturation. Since loss of Wnt/MuSK function only partially disrupts NMJ formation, it is likely that several processes cooperatively contribute to NMJ development such as the combined basal and Wnt-induced activation of the MuSK/Lrp4 complex during the prepatterning step as previously suggested [22 ,24] and crosstalk between Wnt and agrin signaling during synapse differentiation/maturation [START_REF] Barik | Crosstalk between Agrin and Wnt signaling pathways in development of vertebrate neuromuscular junction[END_REF].

Distinct branches of Wnt signaling regulate mammalian NMJ formation

Cell signaling cascades activated by Wnt proteins are critical for numerous developmental processes including skeletal muscle and nervous system development [START_REF] Ciani | Signalling in neural development: WNTS in the vertebrate nervous system: from patterning to neuronal connectivity[END_REF][START_REF] Girardi | Wnt signaling in skeletal muscle development and regeneration[END_REF][START_REF] Oliva | Wnt signaling in the central nervous system: new insights in health and disease[END_REF][START_REF] Rudnicki | Wnt signaling in bone and muscle[END_REF]. Wnt signaling comes in at least 3 flavors: the Wntcanonical pathway, the Wnt Planar Cell Polarity (PCP) pathway, and the Wnt calcium-dependent pathway. A particular attention has been recently paid to the role of the Wnt-associated signaling network in NMJ formation. However, although subdivision of the Wnt pathways into canonical b-catenin dependent and non-canonical signaling branches (PCP and calcium) branches may be convenient for discussion, we must keep in mind that these are intersecting pathways which could orchestrate coordinately rather than independently NMJ development.

The first experimental evidence suggesting that Wnt signaling may control NMJ development in mammals came from the group of L. Mei showing that the cytoplasmic protein Dishevelled 1 (Dvl-1), a critical effector of Wnt signaling, acting at the crossroad of Wnt/b-catenin and Wnt/PCP pathways, interacts with MuSK and regulates AChR clustering in muscle cells [START_REF] Luo | Regulation of AChR clustering by Dishevelled interacting with MuSK and PAK1[END_REF]. Subsequent NMJ phenotypical analysis of mouse embryos lacking Dvl-1 further highlighted its role in AChR cluster distribution [START_REF] Henriquez | Wnt signaling promotes AChR aggregation at the neuromuscular synapse in collaboration with agrin[END_REF]. Moreover, Dvl-1 is also involved in NMJ refinement following its cleavage by caspase-3 [START_REF] Wang | Caspase-3 cleavage of dishevelled induces elimination of postsynaptic structures[END_REF]. In the ON state of the canonical signaling pathway, the inactivation of the destruction complex containing adenomatosis polyposis coli (APC), axin, glycogen synthase kinase 3b (Gsk3b) and casein kinase (CK), results in cytosolic b-catenin stabilization. b-catenin then translocates to the nucleus where it controls Wnt-target genes transcription in cooperation with a broad spectrum of transcription factors of the High-mobility group (HMG) such as LEF/TCF [START_REF] Nusse | Wnt/b-catenin signaling, disease, and emerging therapeutic modalities[END_REF]. Several Wnt/b-catenin signal transduction effectors including b-catenin, APC and CK2 accumulate at the NMJ and are involved in AChR clustering via regulation of the actin cytoskeletal network in culture myotubes [START_REF] Cheusova | Casein kinase 2dependent serine phosphorylation of MuSK regulates acetylcholine receptor aggregation at the neuromuscular junction[END_REF][32][START_REF] Wang | Regulation of acetylcholine receptor clustering by the tumor suppressor APC[END_REF][START_REF] Zhang | Beta-catenin regulates acetylcholine receptor clustering in muscle cells through interaction with rapsyn[END_REF]. Moreover, Wnt4 and Wnt11 mediated AChR clustering in muscle cells requires the canonical pathway-dependent transcriptional activation of AChR subunit genes, whereas dispersion of agrin-induced AChR clusters by Wnt3a involves b-catenin dependent inhibition of rapsyn expression [14 ,34].

Increasing experimental evidence report the role of a muscle-dependent Wnt canonical signaling in NMJ formation in vivo. Injection of Dickkopf1 (Dkk1), a soluble inhibitor of the Wnt-canonical signaling pathway, which interacts with Lrp5/6 but also with Lrp4 [START_REF] Shen | LRP4 in neuromuscular junction and bone development and diseases[END_REF] in mouse embryos before NMJs start to form, leads to AChR clusters deficit and increases the central region where reminder AChR clusters are distributed [START_REF] Messe ´ant | Wnts contribute to neuromuscular junction formation through distinct signaling pathways[END_REF]. Interestingly, a similar endplate band width enlargement was observed both in mice with, firstly, muscle-specific ablation of b-catenin and secondly, muscle-specific b-catenin gain-of-function or loss-of-function [START_REF] Li | Retrograde regulation of motoneuron differentiation by muscle beta-catenin[END_REF][START_REF] Wu | b-Catenin gain of function in muscles impairs neuromuscular junction formation[END_REF], indicating that an intricate balance of Wnt canonical signaling activities are required to finely regulate the patterning of AChR clusters within the prospective synaptic endplate band. Besides its role in AChR clustering, a growing body of evidence suggest that activation of the Wnt canonical pathway in the muscle drives the expression of a retrograde signaling that controls motor axon outgrowth within the target field and presynaptic differentiation. Injection of Dkk1 in the mouse embryos leads to a sharp increase in neurite length that bypass AChR clusters [START_REF] Messe ´ant | Wnts contribute to neuromuscular junction formation through distinct signaling pathways[END_REF] and specific ablation of b-catenin as well as stabilization of b-catenin in skeletal muscles, but not in motoneurons exhibit profound presynaptic defects including mislocation of the main nerve trunk and impaired neuromuscular transmission [START_REF] Li | Retrograde regulation of motoneuron differentiation by muscle beta-catenin[END_REF][START_REF] Wu | b-Catenin gain of function in muscles impairs neuromuscular junction formation[END_REF]. Similarly, Lrp4 muscle specific deletion as well as nerve-muscle co-culture experiments demonstrate that Lrp4 interacts with motoneurons and plays dual motoneuronal and muscle functions in NMJ formation [START_REF] Wu | Distinct roles of muscle and motoneuron LRP4 in neuromuscular junction formation[END_REF][START_REF] Yumoto | Lrp4 is a retrograde signal for presynaptic differentiation at neuromuscular synapses[END_REF]. Slit2, a well-known axon guidance cue has been recently identified as one of the b-catenindependent retrograde factor, yet unraveling the Wntinduced retrograde presynaptic processes still largely await for future studies [START_REF] Wu | Using several molecular and genetic tools, this elegant work shows that Slit2 is a Wnt canonical target gene that mediates retrograde presynaptic differentiation during neuromuscular junction formation. 41. Butler MT, Wallingford JB: Planar cell polarity in development and disease[END_REF] (Figure 2).

Several line of evidence indicates that the Wnt/PCP pathway, known to induce cellular polarity plays an important role in the nerve/muscle target recognition process during NMJ formation. In the ON state of the remains to be shown, endocytosis is known to regulate tyrosine kinase receptor activity [START_REF] Goh | Endocytosis of receptor tyrosine kinases[END_REF] and agrin-induced AChR clustering requires MuSK endocytosis [START_REF] Zhu | Muscle-specific receptor tyrosine kinase endocytosis in acetylcholine receptor clustering in response to agrin[END_REF]. Since alteration of the Wnt canonical or Vangl2-dependant PCP pathways induces similar NMJ formation defects, it is tempting to speculate that Wnt binding to MuSK/Lrp4 in a PCP dependent manner would allow MuSK endocytosis to trigger activation of a Wnt canonical signaling that would enhance synaptic gene transcription and the release of retrograde secreted cues. Both pathways would then initiate muscle prepatterning and contribute to nerve/muscle target recognition and NMJ differentiation/maturation (Figure 2).

Towards an emerging role of Wnt signaling in NMJ maintenance?

Although the role of Wnt signaling in maintenance of the adult nervous system and skeletal muscle regeneration is well documented [START_REF] Girardi | Wnt signaling in skeletal muscle development and regeneration[END_REF][START_REF] Rudnicki | Wnt signaling in bone and muscle[END_REF][START_REF] Dickins | Wnts in action: from synapse formation to synaptic maintenance[END_REF], Wnt-elicited function during NMJ maintenance and/or plasticity still remains largely unexplored. Several Wnt canonical signaling effectors including Lrp4, CK2 or Slit2 are required to maintain the nerve/muscle contact and NMJ function in adulthood [31,40 ,45] and upregulation of the Wnt canonical pathway has been observed following traumatic nerve injury that may in part explain motor endplates destabilization [START_REF] Kurimoto | Activation of the Wnt/ b-catenin signaling cascade after traumatic nerve injury[END_REF]. Moreover, we showed that constitutive deletion of MuSK CRD progressively leads to NMJ dismantlement and to the development of muscle weakness and fatigability in adulthood [START_REF] Messe ´ant | MuSK frizzled-like domain is critical for mammalian neuromuscular junction formation and maintenance[END_REF]. Interestingly, it has been reported that the human MUSK gene is alternatively skipped of exon 10, which encodes for 6 of the 10 cysteines of MuSK CRD, leading to the expression of a Wnt-insensitive isoform of MuSK that only represents a minor fraction in human skeletal muscle. Although the physiological relevance of this spliced MuSK isoform is unknown, it has been shown that muscle differentiation enhances inclusion of MUSK exon 10 allowing the expression of the Wnt-responsive form of MuSK that may drive its synapse-specific expression [START_REF] Nasrin | HnRNP C, YB-1 and hnRNP L coordinately enhance skipping of human MUSK exon 10 to generate a Wnt-insensitive MuSK isoform[END_REF][START_REF] Ohno | Splicing regulation and dysregulation of cholinergic genes expressed at the neuromuscular junction[END_REF]. In addition, several clinical data underline the contribution of MuSK CRD in myasthenic syndromes in humans. Both congenital (CMS) and autoimmune (ie. myasthenia gravis, MG), myasthenic syndromes constitute a group of rare diseases mainly characterized by a severe impairement of the neuromuscular transmission. They are respectively due to mutations in genes or circulating antibodies directed against proteins critical for NMJ development/maintenance such as AChR, MuSK and Lrp4 [START_REF] Engel | Congenital myasthenic syndromes: pathogenesis, diagnosis, and treatment[END_REF][START_REF] Gilhus | Myasthenia gravisautoantibody characteristics and their implications for therapy[END_REF]. A case of CMS due to a mutation in MuSK CRD has been described in a Sudanese consanguineous family [START_REF] Mihaylova | Refinement of the clinical phenotype in musk-related congenital myasthenic syndromes[END_REF]. Moreover, in two distinct studies, circulating antibodies directed against the MuSK Ig1/2 and/or CRD domain were detected in sera of several AChR antibody-negative Asian MG patients [START_REF] Otsuka | Collagen Q and anti-MuSK autoantibody competitively suppress agrin/LRP4/MuSK signaling[END_REF][START_REF] Takamori | Synaptic homeostasis and its immunological disturbance in neuromuscular junction disorders[END_REF]. Taken together, these data suggest that disruption of Wnt/MuSK signaling leads to a pathogenic NMJ phenotype. However, whether mutations or auto-antibodies directed against effectors of the Wnt signaling network are involved in human myasthenic syndromes pathogenesis still remain largely unknown.

Recent evidences indicate multi-point cross-regulations between the Wnt canonical pathway and the Hippo pathway, an evolutionarily conserved signaling process that controls organ size and tissue regeneration. Indeed, Yap, a member of the Hippo pathway is part of the b-catenin destruction complex [START_REF] Azzolin | YAP/TAZ incorporation in the b-catenin destruction complex orchestrates the Wnt response[END_REF]. Interestingly, by selectively ablating Yap in mouse skeletal muscle (HSA-Yap À/À ), L. Mei's group demonstrated that Yap contributes to NMJ formation but also regulates presynaptic differentiation and NMJ regeneration [START_REF] Zhao | Muscle yap is a regulator of neuromuscular junction formation and regeneration[END_REF]. Moreover, b-catenin level of expression are reduced in HSA-Yap À/À mice and NMJ regeneration defects can be partially rescued by treatment with lithium chloride, a wellknown Gsk3 inhibitor stimulating the canonical signaling pathway albeit nonspecifically [54 ,55], pointing to a role of the Wnt canonical pathway in NMJ reinnervation.

Similarly, daily intraperitoneal injection of lithium chloride in postnatal MuSKDCRD mice, almost fully rescues both developmental and adult NMJ morphological defects and improves motor function further emphasizing the clinical potential of targeting Wnt signaling in neuromuscular disorders linked to neuromuscular synapse instability [START_REF] Messe ´ant | MuSK frizzled-like domain is critical for mammalian neuromuscular junction formation and maintenance[END_REF].

Conclusion

Although a clear mechanistic frame of Wnt-elicited function at the mammalian NMJ is still pending, it has become clear that distinct branches of Wnt signaling, acting in part via the MuSK/Lrp4 receptor complex regulate several key aspects of the formation and maintenance of the neuromuscular synapse including pre and postsynaptic differentiation/stabilization, retrograde control of motor axon outgrowth and synapse-specific gene expression. Dissecting this emerging and fascinating signaling process would lead to a better understanding of the critical factors that form and maintain the nerve/muscle contact and would most probably allow the identification of novel therapeutic targets to counteract NMJ dysfunction and/or degeneration in neuromuscular diseases.

Materials and Methods

Mice, reagents and antibodies

The use of animals is in compliance with the European Community guidelines (N A-75-1970). MuSK DCRD/+ and MuSK +/À mouse strains were described previously [22 ,23]. MuSK +/À were kindly provided by L. Schaeffer.

MuSK DCRD/-transheterozygous mice were obtained by crossing MuSK DCRD/+ and MuSK +/À mice. Experimental procedures were performed on mutant heterozygote and WT male littermates. The following antibodies and reagents were used: a-bungarotoxin Alexa Fluor (180130, ThermoFisher Scientific, 1/500), anti-neurofilament 68 kDa (AB9568, Merck, 1/750).

Whole-mount diaphragm immunostaining and images acquisition

Whole-mount staining of embryonic diaphragms, images acquisition and processing of NMJs were performed as previously described [14 ,22 ].

Statistical analysis

All data were expressed as means AE SEM. Statistical analyses and graphs were performed with Prism 6.0 (Graphpad) software. Data were analyzed by one-way ANOVA. Differences were considered significant when P < 0.05. The experiment was conducted a minimum of three times.

ARTICLE 2

Résumé de l'étude

Chez les Vertébrés, les principales étapes de la formation et de la maintenance de la JNM reposent sur l'activation d'un complexe de récepteurs clés ancré à la membrane de l'élément postsynaptique et constitué du récepteur à activité tyrosine kinase MuSK et de son corécepteur

Lrp4 (Li et al., 2018). Plusieurs études soulignent le rôle des morphogènes Wnts dans l'assemblage de la JNM via leur liaison au domaine extracellulaire riche en cystéines (CRD)

de MuSK (Boëx et al., 2018;Li et al., 2018;Tintignac et al., 2015). Messéant et ses collaborateurs ont récemment montré que la formation de la JNM est en partie régulée par l'activation de la voie non canonique de polarité cellulaire planaire (PCP) (Messéant et al., 2017). Leurs résultats révèlent que (i) Van Gogh-like 2 (Vangl2), l'un des acteurs majeurs de cette voie est accumulé à la fois au niveau pré-et postsynaptique des JNM en développement, et que (ii) le diaphragme des embryons de souris porteurs de la mutation looptail (Lp) S464N

dans le gène Vangl2 (Vangl2 Lp/Lp ) présente des défauts d'agrégation des récepteurs à l'acétylcholine (RACh) et une croissante aberrante de la longueur des branchements neuritiques (Messéant et al., 2017). Basés sur ces résultats, l'objectif de ma thèse a consisté en l'étude des déterminants moléculaires associés à la signalisation PCP dépendante de Vangl2 au cours de la formation et de la maintenance de la JNM chez la souris. 

Introduction

The neuromuscular junction (NMJ) is a tripartite peripheral synaptic contact between presynaptic motor neurons, glial Schwann cells and postsynaptic striated skeletal muscle fibers.

In vertebrates, this chemical synapse uses the excitatory neurotransmitter acetylcholine (ACh)

to activate ACh receptors (AChRs) concentrated in the postsynaptic membrane ensuring fast and reliable muscle contraction (Li et al., 2018). NMJ formation requires a complex interplay of synaptic cues from different cellular compartments that trigger intracellular signaling cascades controlling synaptic gene regulatory networks to coordinate the precise alignment between pre and postsynaptic domains, ultimately enabling motor unit activity and physiological adaptation throughout life. Disruption of this cellular polarization and transsynaptic coordination leads to the progressive breakdown of synaptic connections associated to disorders in neuromuscular transmission with major impacts on motor functions. The receptor complex formed by MuSK (muscle specific kinase) and Lrp4 (LDL receptor-related protein 4) a member of the Low-Density Related Protein family, constitutes the central scaffold that orchestrates both NMJ formation and maintenance from the postsynaptic side (DeChiara et al., 1996;Sanes and Lichtman, 2001;Tintignac et al., 2015;Weatherbee et al., 2006). Until recently, dogma held that activation of this complex occurred exclusively by the nerve-derived anterograde factor Agrin (Kim et al., 2008;[START_REF] Song | New dogs in the dogma: Lrp4 and Tid1 in neuromuscular synapse formation[END_REF]Zhang et al., 2008).

Agrin binds to the extracellular domain of Lrp4, which stimulates the association between MuSK and Lrp4 and increases MuSK phosphorylation and AChR clustering through the recruitment of synaptic proteins and the activation of multiple intracellular pathways [START_REF] Gomez | The extracellular region of Lrp4 is sufficient to mediate neuromuscular synapse formation[END_REF]Kim et al., 2008;Zhang et al., 2008;Zong et al., 2012;[START_REF] Zong | Structural mechanisms of the agrin-LRP4-MuSK signaling pathway in neuromuscular junction differentiation[END_REF].

However, studies by our lab and others overturned this view showing that signaling molecules that control the wiring of synaptic contacts early during mouse development such as the Wnt secreted morphogens can mediate MuSK/Lrp4 activation (Barik et al., 2014;Boëx et al., 2018;Messéant et al., 2017;Strochlic et al., 2012;B. Zhang et al., 2012). We showed that the binding of Wnts such as Wnt4 and Wnt11 to MuSK through its cysteine-rich domain (CRD) leads to downstream activation of several Wnt signaling, including the canonical b-catenin-dependent and the planar cell polarity (PCP) pathways required for key aspects of NMJ development such as synapse-specific gene expression, AChR clustering as well as retrograde control of motor axon outgrowth (Messéant et al., 2017(Messéant et al., , 2015;;Strochlic et al., 2012). Yet, although several research groups have provided strong evidence for Wnt-elicited functions at the vertebrate NMJ (Gordon et al., 2012;Henriquez et al., 2008;Jing et al., 2009;Li et al., 2018;Shen et al., 2018), how Wnts transduce their signals, in particular in the postsynaptic muscle to drive NMJ formation and maintenance remain poorly understood.

To get insight into the mechanisms used by Wnts to regulate mammalian NMJ formation, we studied the function and the molecular determinants of Van Gogh-Like protein 2 (Vangl2)dependent Wnt/PCP signaling. Vangl2 is a highly conserved tetraspanin, part of the core complex of proteins that mediate Wnt/PCP signaling, known to induce cellular polarity through the modification of the cytoskeleton within the cell. Vangl2 is expressed in developing motor axons and is essential for axon guidance in the central nervous system (CNS) [START_REF] Avilés | Canonical wnt signaling is required for commissural axon guidance[END_REF]Montcouquiol et al., 2006;Shafer et al., 2011;Tissir and Goffinet, 2013). In addition, in the rat CNS, Vangl2 is localized in the postsynaptic density and interacts with PSD95, suggesting that it has a role in synapses and plasticity [START_REF] Nagaoka | The Wnt/planar cell polarity pathway component Vangl2 induces synapse formation through direct control of N-cadherin[END_REF]Yoshioka et al., 2013). We showed recently that Vangl2 accumulates in both nerve and muscle NMJ counterparts, interacts with Wnt4 and Wnt11 and that mouse embryos bearing the spontaneous Vangl2 looptail mutation, like MuSK∆CRD embryos, exhibit strong AChR clustering defects and a striking overgrowth of motor axons suggesting that Vangl2-dependent processes could contribute to postsynaptic assembly and presynaptic motor axon outgrowth (Messéant et al., 2017). In this study, we generated constitutive, muscle and motoneuron-specific Vangl2 . The Vangl2 LoxP/LoxP transgenic mouse, in which exon 4 of the Vangl2 gene was flanked by LoxP sites, was detailed in [START_REF] Ramsbottom | Vangl2-regulated polarisation of second heart fieldderived cells is required for outflow tract lengthening during cardiac development[END_REF]. Cre driver mouse lines, including B6.C-Tg(CMV-Cre)1Cgn/J (CMV::Cre, Jax catalogue no. 006054), B6.C-Tg(ACTA1-Cre)79Jme/J (HSA::Cre, Jax catalogue no. 006149) and B6.129S1-Mnx1 tm4(Cre)Tmj /J (HB9::Cre, Jax catalogue no. 006600) were intercrossed with the Vangl2 LoxP/LoxP line to generate CMV::Cre;Vangl2 LoxP/LoxP (referred as Vangl2 -/-hereafter), HSA::Cre;Vangl2 LoxP/LoxP (HSA-Vangl2 -/-) and HB9::Cre;Vangl2 LoxP/LoxP (HB9-Vangl2 -/-) mice respectively. HSA-Vangl2 LoxP/- ;MuSK +/-and HSA-Vangl2 LoxP/-;MuSK +/∆CRD transheterozygous mice were obtained by crossing HSA::Cre;Vangl2 LoxP/+ mice with MuSK +/- (DeChiara et al., 1996) and MuSK +/∆CRD (Messéant et al., 2015) ones respectively. Vangl2 LoxP/LoxP transgenic animals were genotyped by PCR analysis using genomic DNA isolated from mouse tail using the following set of primers: forward, 5'-ccgctggctttcctgctgctg-3' and reverse, 5'-tcctcgccatcccaccctcg-3' [START_REF] Ramsbottom | Vangl2-regulated polarisation of second heart fieldderived cells is required for outflow tract lengthening during cardiac development[END_REF]. Oligonucleotide primers used to determine CMV::Cre, HSA::Cre and HB9::Cre genoyping were as follows : CMV::Cre, forward, 5'-gcggtctggcagtaaaaactatc-3' and reverse, 5'-gtgaaacagcattgctgtcactt-3'; HSA::Cre, forward, 5'-aagtgaagcctcgcttcc-3' and reverse, 5'cctcatcactcgttgcatcga-3' (Wu et al., 2012) ; HB9::Cre, forward, 5'-tggctacccgtgatattgct-3' and reverse, 5'-ccacagctcgctaggaggtgag-3' (Wu et al., 2012). For biochemical analysis of tissues, specimens were collected immediately after mouse sacrifice, frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C.

Antibodies

The following primary antibodies were used: rabbit polyclonal anti-MuSK ( Quantitative analysis of NMJs on embryonic left hemidiaphragm was performed as previously detailed in Messéant et al. (2017) using imageJ software (version 2.0.0). The number and volume of AChR clusters were determined using the plugin « 3D object counter » [START_REF] Bolte | A guided tour into subcellular colocalization analysis in light microscopy[END_REF] from collected z-stacks. The number and length of both primary and secondary branches, defined as axons that extended from the main phrenic nerve trunk or the primary branches respectively, were also quantified from maximum intensity projections of the z-stacks. Morphometric analysis on confocal z-stack projections of individual adult NMJs was performed using an imageJ-based workflow adapted from NMJ-morph [START_REF] Jones | NMJ-morph reveals principal components of synaptic morphology influencing structure-function relationships at the neuromuscular junction[END_REF]. At least 4 hemidiaphragms or 100 isolated muscle fibers of each genotype were analyzed and quantified.

Duolink (®) In Situ PLA technology

COS-7 cells were plated on coverslips and transfected with cDNA plasmids described above.

Cells were fixed (4% PFA in PBS) for 15 min, permeabilized with 0,5% Triton X-100 in PBS Protein concentration in the supernatant was determined by BCA assay (Pierce).

Immunoprecipitation

Transfected COS-7 cells were washed twice with ice-cold PBS and solubilized for 20 min on ice with RIPA buffer (ThermoFisher Scientific, catalogue no. 89901) supplemented with protease and phosphatase (ThermoFisher Scientific, catalogue no. 78420) inhibitors. Adherent cells were scraped, homogenized and insoluble material was removed by centrifugation (16000g, 20 min, 4°C). The supernatant was then precleared with SureBeads TM protein G magnetic beads (BioRad, catalogue no. 161-4023) for 1hr at 4°C on a rotating platform to block non-specific binding. For immunoprecipitation, samples were incubated with rabbit polyclonal anti-HA.11 (1:100) or mouse monoclonal IgG1k anti-GFP (1:100) antibodies at 4°C overnight.

Protein G magnetic beads were added to the reaction for 3hrs at 4°C on a rotating platform.

Thereafter, beads were collected, washed three times with RIPA buffer containing protease inhibitors and rinsed once with 50 mM Tris-HCl pH 8.0 to remove non-specific binding.

Immunoprecipitated proteins were eluted in Laemmli sample buffer (BioRad, catalogue no.

161-0747) with ß-mercaptoethanol (BioRad, catalogue no. 161-0710) for 5 min at 95°C and subjected to Western Blot analysis.

C2C12 myotubes transduced with shVangl2 or shScr were treated with recombinant Wnt11 protein (10 ng/ml, R&D Systems, catalogue no. 6179-WN/CF) or agrin protein (0.4 µg/ml, R&D Systems, catalogue no. 6624-AG-050) at 37°C overnight. The same protocol as described above was then used to immunoprecipitate MuSK using rabbit polyclonal MuSK antibody (1:1000).

Biotinylation of cell surface MusK

C2C12 myotubes transduced with shVangl2 or shScr were treated or not with recombinant human Wnt11 protein (10 ng/ml) for 5 min, 30 min or 1h at 37°C. Biotin-labeled cell surface protein was performed as described previously (Messéant et al., 2015;[START_REF] Sigoillot | ColQ controls postsynaptic differentiation at the neuromuscular junction[END_REF].

Cells were washed three times with ice-cold PBS supplemented with 0.1mM CaCl 2 and 1 mM 

RhoA activation assay

To measure RhoA activation, the G-LISA activation kit was used according to the manufacturer's instructions (Cytoskeleton Inc., catalogue no. BK124-S). Briefly, WT and Vangl2 -/-primary myotubes were serum starved for 48 hrs and lysed using standard G-LISA buffer supplemented with protease inhibitors. Lysates were transferred into a 96-well plate coating with RhoA GTP-binding proteins. Active, GTP-bound RhoA linked to the wells, while inactive GDP-bound RhoA was removed after washing steps. GTP-bound RhoA was detected by incubation with anti-RhoA primary antibody followed by a HRP-conjugated secondary antibody. HRP detection reagent was then added and the signal was read by measuring the absorbance at 490 nm using a microplate spectrophotometer (Spark ® , Tecan).

Electron microscopy

Ultrastuctural analysis was performed as previously described (Messéant et al., 2015) with minor modifications. TA muscles from P180 adult mice were dissected and immediately fixed in 2% glutaraldehyde and 2% PFA in PBS for 1h at room temperature. Muscle samples were then rinsed in water and the presence of NMJs was confirmed by acetylcholinesterase staining according to Koelle's protocol [START_REF] Couteaux | Distribution of the cholinesterase activity at the level of the myoneural synapse[END_REF]. The endplate-containing tissue blocks were cut in small pieces. Muscle segments were fixed with 1% osmium tetroxide in cacodylate buffer for 1hr at 4°C. Subsequently, samples were washed three times in water, stained with 5% uranyl acetate in water for 1hr and dehydrated in graded ethanol solutions (2x5min in 50%, 2x5min in 70%, 2x5min in 80%, 2x5min in 90% and 2x5min in 100%)

followed by two incubations in 100% acetone for 20min. Muscles were then progressively inflitrated with an epoxy resin (Epon812 ® , Electron Microscopy Sciences) : overnight at 4°C in 50% resin-50% acetone, twice in 100% resin for 2hrs at room temperature. Samples were embedded in polyethylene capsules (Beem ® embedding size 3 capsule, Oxford instruments) and incubated for polymerization 48hrs at 56°C. Muscles blocks were subjected to serial thick sectioning with an UC7 ultramicrotome (Leica). The resulting ultra-thin 70 nm sections were laid on a copper slot grid coated with a formvar/carbon film and stained with lead citrate according to [START_REF] Reynolds | The use of lead citrate at high pH as an electron-opaque stain in electron microscopy[END_REF]. The observations were performed with a CM120 biotween cryoelectron microscope (Philips) and the images recorded at 80 kV with a Morada Olympus SIS camera.

Ex vivo isometric tension analysis of diaphragm muscle

The contractile properties of diaphragm muscle were analyzed ex vivo on isolated phrenic nerve-left hemidiaphragm preparation as previously detailed [START_REF] Chevessier | A mouse model for congenital myasthenic syndrome due to MuSK mutations reveals defects in structure and function of neuromuscular junctions[END_REF]Messéant et al., 2015). Briefly, P180 adult mice were anesthetized with isoflurane and killed by dislocation of the cervical vertebrae followed by immediate exsanguination. A blind analysis was performed by the investigator. The left hemidiaphragm together with ribs and phrenic nerve were pinned in a silicone-lined bath filled with oxygenated Ringer's solution (154 mM NaCl, 5 mM KCl, 2 mM CaCl2, 1 mM MgCl2, 11 mM glucose and 5 mM HEPES, buffered at pH 7.4

with NaOH). The central tendon was securely anchored onto the silicone-coated stimulation chamber via stainless steel hook to an FT03 isometric force transducer (Grass Instruments). A suction electrode was attached to the phrenic nerve to provide suprathreshold stimulation of 0.15 ms duration at 20, 40, 60 or 80Hz. Muscle twitches and tetanic contractions were evoked either by stimulating the phrenic nerve or by direct electrical muscle stimulation with an electrode assembly placed along the length of the fibers. For each preparation investigated, the resting tension was adjusted to obtain maximal muscle contractile response. Signals from the force sensor were amplified and digitized with a computer equipped with an analogue-to-digital interface board (Digita 1200, Axon Instruments) using pCLAMP 10.7 software (Molecular Devices). All experiments were performed at 22 ± 0.5°C.

In situ isometric force analysis and electroneuromyography of hinlimb muscles

In situ isometric contraction of the TA muscle was performed as described previously [START_REF] Delacroix | Improvement of Dystrophic Muscle Fragility by Short-Term Voluntary Exercise through Activation of Calcineurin Pathway in mdx Mice[END_REF]. P180 mice were anesthetized by intraperitoneal injection of pentobarbital sodium (50 mg/kg body weight). A blind analysis was performed by the investigator. The knee and foot were fixed with clamps and the distal tendon of the TA muscle was attached using a silk ligature to a force sensor (305B, Dual-Mode Lever, Aurora Scientific).

The sciatic nerve was proximally crushed and distally stimulated by a bipolar silver electrode using supramaximal square wave pulses of 0.1 ms duration. Muscle was also directly stimulated in order to initiate muscle contraction in the case of neurotransmission failure. Force that was developed during isometric muscle contractions in response to nerve or muscle tetanic stimulation (frequency of 100Hz, train of stimulation of 500 ms) was then measured. The maximal absolute force was determined at optimal length (ie., length at which supramaximal tension was obtained during the tetanus). Signals from the force sensor were amplified and digitized with a computer equipped with an analogue-to-digital interface board (BioAmp, ADInstruments) using LabChart 8 software (ADInstruments).

For electroneuromyography, two monopolar reference and recording electrodes were inserted near the patella tendon and into the middle of the TA muscle respectively. A ground monopolar electrode was also inserted in the contralateral hindlimb muscle. The sciatic nerve stimulation was triggered with a series of 10 stimuli at [START_REF] Tintignac | Mechanisms regulating neuromuscular junction development and function and causes of muscle wasting[END_REF][START_REF] Klassen | Wnt signaling positions neuromuscular connectivity by inhibiting synapse formation in C. elegans[END_REF][START_REF] Jing | Wnt signals organize synaptic prepattern and axon guidance through the zebrafish unplugged/MuSK receptor[END_REF][START_REF] Sienknecht | Comprehensive Wnt-related gene expression during cochlear duct development in chicken[END_REF]30 and 40Hz. Compound muscle action potentials (CMAPs) were amplified (BioAmp, ADInstruments), acquired with a sampling rate of 100kHz, filtered at 5kHz low pass and 1Hz high pass (Powerlab 4/25, ADInstruments) and peak-to-peak amplitudes were analyzed using LabChart 8 software (ADInstruments). All the experiments were performed by maintaining mouse body temperature at 37°C using radiant heat. After recordings, mice were sacrificed by dislocation of the cervical vertebrae and muscles were collected.

Statistical analysis

All statistical analysis and graphs were performed using GraphPad Prism 8.0 software. All data are presented as mean ± SEM. Mann-Withney U-test was used for comparisons of two groups.

Data of more than two groups were analyzed by ordinary one-or two-way ANOVA, followed by adequate multiple comparison tests (as detailed in the figure legends). Statistical significance was set at p ≤ 0.05. Each experiment was conducted a minimum of three times.

Results

Constitutive Vangl2 deletion impairs embryonic NMJ formation.

To assess the specific function of Vangl2 during NMJ formation and overcome the putative dominant negative effect of the Vangl2 looptail mutation (Torban et al., 2012;Yin et al., 2012), we studied mice deficient for Vangl2 (Vangl2 -/-) that were generated by crossing Vangl2 LoxP/LoxP transgenic mice, in which exon 4 of Vangl2 is flanked by LoxP sites, with mice expressing the Cre gene under the control of the ubiquitous cytomegalovirus (CMV) promoter (Fig. 1A).

Homozygosity for Vangl2 causes a severe neural tube closure defect (NTD) with birth lethality, a hallmark of impaired PCP signaling and consistent with the described role for Vangl2 during mouse development (Kibar et al., 2001;Torban et al., 2004). Genotyping and Western blot analysis of Vangl2 expression in several tissue extracts including brain, spinal cord and muscles from WT and Vangl2 -/-embryos confirmed the constitutive deletion of Vangl2 (Fig. 1B and1C). NMJ morphological phenotype analysis was performed by staining left hemidiaphragms from E18.5 WT and Vangl2 -/-embryos with anti-neurofilament (NF), anti-synaptophysin (Syn) and a-bungarotoxin (a-BTX) to label the phrenic nerve, terminal branching and acetylcholine receptors (AChR), respectively (Fig. 1D). In Vangl2 -/-embryos, like in WT embryos, the main nerve is located in the central region of the diaphragm and oriented perpendicular to the muscle fibers (Fig. 1D). Nerve terminals reach and innervate AChR clusters on muscle fibers adjacent to the nerve trunk. However, Vangl2 mutant mice showed pre and postsynaptic NMJ differentiation defects (Fig. 1D). The number (WT, 100 ± 3.81% ; Vangl2 -/-, 73.01 ± 3.4% ; p<0,001) and the volume (WT, 100 ± 2.41 µm 3 ; Vangl2 -/-, 72.34 ± 2.29 µm 3 ; p<0,001) of AChRs clusters were reduced by ~30% in Vangl2 -/-embryos compared to the WT (Fig. 1E-F).

Moreover, the length of both primary and secondary nerve branches was increased by 45%

(WT, 66.72 ± 4.91 µm ; Vangl2 -/-, 96.80 ± 8.53 µm ; p<0,01) and 150% (WT, 84.71 ± 4.859 µm ; Vangl2 -/-, 212.80 ± 8.87 µm ; p<0,001) respectively, in Vangl2 -/-embryos compared with WT (Fig. 1G-H). No alteration of the number of primary and secondary nerve branches was detected (Fig. 1I-J). Interestingly, reduced number of aneural AChR clusters was also observed in E13.5 Vangl2 -/-compared to WT embryos without affecting presynaptic nerve localization and growth (supplemental Fig. 1A-C), suggesting that Vangl2 is required from the first step of NMJ formation.

Abberant NMJ formation in the absence of muscle Vangl2

Since Vangl2 localizes both in the muscle postsynaptic membrane and in presynaptic nerve terminals (Messéant et al., 2017), these results prompted us to characterize the NMJ morphological deficits in mice that were conditionally mutated for Vangl2. Mice ablated for Vangl2 in the muscle or in the motoneuron were generated by crossing Vangl2 LoxP/LoxP mice with HSA::Cre or HB9::Cre mice, which express the Cre gene under the control of the human askeletal actin (HSA) or the homeobox (HB)9 promoter, respectively (see Methods for more details). These promoters are widely used to drive expression of the Cre recombinase specifically in myotonal regions of somites (HSA) or in motoneurons (HB9) [START_REF] Arber | Requirement for the homeobox gene Hb9 in the consolidation of motor neuron identity[END_REF][START_REF] Brennan | Quantitative analysis of the human alpha-skeletal actin gene in transgenic mice[END_REF][START_REF] Miniou | Gene targeting restricted to mouse striated muscle lineage[END_REF][START_REF] Thaler | Active suppression of interneuron programs within developing motor neurons revealed by analysis of homeodomain factor HB9[END_REF]. Genotyping analysis of HSA::Cre;Vangl2 loxP/loxP (HSA-Vangl2 -/-) and HB9::Cre;Vangl2 loxP/loxP (HB9-Vangl2 -/-) mutants revealed that deletion of Vangl2 allele was not detected in tail, but only in DNA isolated from skeletal muscle or spinal cord respectively, confirming the tissue-specific deletion (Fig. 2A).

In addition, western blot analysis showed that the level of Vangl2 expression was reduced in the resulting specific tissue homogenates of HSA-Vangl2 -/-and HB9-Vangl2 -/-, compared to control Vangl2 LoxP/+ (LoxP/+) mice (Fig. 2B). Strikingly, while HB9-Vangl2 -/-embryos were phenotypically indistinguishable from controls, HSA-Vangl2 -/-embryos exhibit abnormal NMJ differentiation (Fig. 2C-I). Indeed, AChR clusters were significantly reduced in number by 30% (LoxP/+, 100 ± 3.56% ; HSA-Vangl2 -/-, 71 ± 6.13% ; p<0,01; Fig. 2D) and in volume by 53% (LoxP/+, 226.1 ± 15.73 µm 3 ; HSA-Vangl2 -/-, 105.3 ± 7.8µm 3 ; p<0,01; Fig. 2E), compared to control embryos. Moreover, HSA-Vangl2 -/-embryos showed extension of motor axons, bypassing reminder AChR clusters and growing aberrantly toward the periphery of the muscle.

The length but not the number of both primary and secondary nerve branches were increased by 21% (LoxP/+, 41.4 ± 2.4 µm ; HSA-Vangl2 -/-, 78.4 ± 6.4 ; p<0,001) and 58% (LoxP/+, 100 ± 9.0% ; HSA-Vangl2 -/-, 121.2 ± 3.8% ; p<0,001) respectively (Fig. 2F-I). Altogether, these findings indicate that expression of Vangl2 in the muscle is required for NMJ differentiation, while motoneuronal Vangl2 seems dispensable.

Compromised NMJ architecture and synaptic transmission in muscle Vangl2 conditional knock out adult mice

In contrast to Vangl2 -/-mice that die at birth due to neural tube defects (Kibar et al., 2011;Torban et al., 2004), the generation of HSA-Vangl2 -/-conditional knock out mice allows us to evaluate the effect of Vangl2 deletion in muscle during NMJ maintenance. Once formed, NMJs mature during the first two postnatal weeks during which additional formation of postsynaptic junctional folds are formed and motor endplates progressively adopt their branched postnatal topology that is maintained through the life (Marques et al., 2000). We first analysed NMJ morphology on muscle fibers isolated from tibilias anterior (TA) muscle of mutant P180 mice compared to contols using a standardized morphometric analysis adaptated from « NMJmorph » workflow [START_REF] Jones | NMJ-morph reveals principal components of synaptic morphology influencing structure-function relationships at the neuromuscular junction[END_REF] (Fig. 3A-G). Although NMJs in HSA-Vangl2 -/-mice adopted a typical « pretzel-like » structure as complex as LoxP/+ control mice, postsynaptic structures appeared discontinuous with isolated AChR clusters. Quantitative analysis showed that the size of AChR clusters corresponding to the occupied area of α-BTX staining was reduced in HSA-Vangl2 -/-mice compared to controls (LoxP/+, 640.6 ± 24.7 µm 2 ; HSA-Vangl2 - /-, 572.6 ± 18.9 µm 2 ; p<0.05) (Fig. 3B). HSA-Vangl2 -/-mice also showed a significant reduction of NMJs compactness, indicative of AChR clusters dispersion (Fig. 3C). These observations led us to determine the index of AChR fragmentation by measuring the number of continuous AChR-stained structures per synapse. The mean level of AChR fragmentation was increased in HSA-Vangl2 -/-mice compared to controls (LoxP/+, 1.0 ± 0.07 ; HSA-Vangl2 -/-, 1.6 ± 0.07 ; p<0.001) (Fig. 3D). Interestingly, none of the analyzed NMJs in HSA-Vangl2 -/-mice exhibited a perfect contiguous postsynaptic shape (ie. number of AChR fragment = 1). Moreover, the number of NMJs with more than five AChR fragments were increased by 2.7 folds in HSA-Vangl2 -/-compared to controls (Fig. 3E). However, both in HSA-Vangl2 -/-and LoxP/+ mice, nerve terminals were apposed to the postsynaptic AChRs and the area of nerve terminals as well as the overlap between pre and postsynaptic counterparts (ie. AChR area covered by nerve terminals area) were not altered (Fig. 3F-G).

We also investigate NMJ ultrastructural changes in HSA-Vangl2 -/-by electron microscopy analysis. HSA-Vangl2 -/-mice showed highly disorganized and reduced junctional folds compared to controls (Fig. 3H-K). In addition, a subset of muscle HSA-Vangl2 -/-samples showed disrupted sarcomeric regions (#, Fig. 3I). Moreover, we observed some NMJs with motor axons withdrawal in agreement with a muscle denervation process (*, Fig. 3K).

Altogether, our structural and ultrastructural analysis indicate that muscle Vangl2 deletion perturbs NMJ maintenance which may result in motor function deficits.

To further assess this issue, we tested whether muscle Vangl2 deletion leads to a reduced nerveevoked muscle activity by comparing in situ maximal force production in response to a tetanic sciatic nerve stimulation. As shown in Fig. 4A-C, both absolute force and specific force were significantly decreased by ~35% in HSA-Vangl2 -/-compared to controls (Absolute force:

LoxP/+, 978.2 ± 30.3 mN ; HSA-Vangl2 -/-, 648.2 ± 27.4 mN; Specific force: LoxP/+, 18.3 ± 1.1 mN/mg ; HSA-Vangl2 -/-, 11.9 ± 0.7 mN/mg; p<0.05).

To determine whether this muscle weakness results from a neuromuscular transmission failure, we next recorded CMAPs, compound muscle action potentials that are triggered by ten repetitive nerve submaximal stimuli (Fig. 4D-F). The sciatic nerve was stimulated at different frequencies [START_REF] Tintignac | Mechanisms regulating neuromuscular junction development and function and causes of muscle wasting[END_REF][START_REF] Klassen | Wnt signaling positions neuromuscular connectivity by inhibiting synapse formation in C. elegans[END_REF][START_REF] Jing | Wnt signals organize synaptic prepattern and axon guidance through the zebrafish unplugged/MuSK receptor[END_REF][START_REF] Sienknecht | Comprehensive Wnt-related gene expression during cochlear duct development in chicken[END_REF]30 and 40Hz) and the CMAPs amplitude of HSA-Vangl2 -/-and LoxP/+ TA muscles were recorded peak-to-peak. In controls, CMAP amplitudes between the first and the 10 th stimuli were similar, regardless of the frequency of the stimulation (Fig. 4D-E).

However, in HSA-Vangl2 -/-mice, CMAPs amplitude at the 10 th stimulus was significantly smaller, compared to the first, beginning at 20 Hz (Fig. 4E). At 40 Hz for example, CMAP reduction in HSA-Vangl2 -/-mice was detected from the fifth stimulation leading to a decrement of ~13% (Fig. 4F). These data indicate that HSA-Vangl2 -/-mice exhibit a neuromuscular fatigability characterized by a progressive loss of neurotransmission efficacy after repetitive nerve stimulations.

Similar neurotransmission failure was also observed in mutant diaphragm muscles. Twitches and tetanic forces evoked either by direct (muscle) or indirect (phrenic nerve) electrical stimulation at different frequencies [START_REF] Sienknecht | Comprehensive Wnt-related gene expression during cochlear duct development in chicken[END_REF][START_REF] Wu | Using several molecular and genetic tools, this elegant work shows that Slit2 is a Wnt canonical target gene that mediates retrograde presynaptic differentiation during neuromuscular junction formation. 41. Butler MT, Wallingford JB: Planar cell polarity in development and disease[END_REF]60 and 80Hz) were measured ex vivo on phrenic nerve/left hemidiaphragm preparations from P180 LoxP/+ and HSA-Vangl2 -/-mice (Fig. 5). In contrast to muscle stimulation, nerve-evoked muscle contraction requires a proper neuromuscular transmission. As shown in Fig. 5A-C, contraction elicited by a single or tetanic muscle stimulation was not significantly different between HSA-Vangl2 -/-and LoxP/+ mice, suggesting little effect of Vangl2 deletion on muscle contractile properties (Table 1). However, the amplitude of nerve-evoked muscle force was significantly reduced in HSA-Vangl2 -/-mice compared to controls, both upon single and tetanic phrenic nerve stimulations (strength decrease of muscle twitch: single twitch, 52.1%; tetanic stimuli, 20Hz, 56.4%; 40Hz, 55.6%; 60Hz, 52.4%; 80Hz, 38.2%) (Fig. 5D-F; Table 1). Similar results were obtained when the twitch or tetanic forces were normalized to muscle weight (Table 1). Although HSA-Vangl2 -/- mice developed less muscle force than controls following nerve stimulation, train of tetanic nerve stimulations at 40Hz induced a similar degree of fatigue between the two genotypes (supplemental Fig. 2A-B). All together, these results highlight a diaphragm weakness in HSA-Vangl2 -/-mice caused by a deficit in neuromuscular transmission.

Muscle Vangl2 cooperates with MuSK to orchestrate NMJ formation

To investigate in vivo the underlying molecular mechanisms used by muscle Vangl2 to regulate NMJ formation, we hypothesized that MuSK and Vangl2 may act in a shared signaling pathway required for postsynaptic differentiation. Given that extracellular Wnt4 and Wnt11 interact with MuSK via its extracellular Frizzled-like cystein rich domain (CRD) as well as with Vangl2 (Messéant et al., 2017;Strochlic et al., 2012;B. Zhang et al., 2012), we first tested whether Vangl2 physically binds MuSK (Fig. 6A-B). COS-7 cells were cotransfected with plasmids encoding MuSK-HA and GFP-Vangl2 and subjected to reciprocal co-immunoprecipitation using HA and GFP antibodies. As shown in Fig. 6A, MuSK-HA co-immunoprecipitated with GFP-Vangl2 and vice-versa. Interestingly, this interaction does not require the Wnt-binding site of MuSK (ie. MuSK CRD). We also performed proximity ligation assay (PLA) to further confirm Vangl2/MuSK interaction. This method uses specific oligonucleotides conjugated to secondary antibodies that can be ligated together if the two epitopes are spatially close enough to interact. Positive PLA signal (ie. red spots) was detected in COS-7 cells co-expressing MuSK-HA and GFP-Vangl2 (Fig. 6B). Together, these results suggest that Vangl2 interacts with MuSK independently of its CRD in a heterologous system.

We next determine the functional relationship between the two proteins in vivo in the regulation of NMJ differentiation using a mouse genetic interaction assay. Two genes are considered to interact genetically if simultaneous partial knockdown of the two genes generates a synergistic and highly penetrant loss of function phenotype higher than seen with partial knockdown of either gene alone. Therefore, we intercrossed HSA::Cre;Vangl2 LoxP/+ with MuSK +/-mice to generate MuSK +/-;HSA-Vangl2 LoxP/-transheterozygous mice and characterized the resulting NMJ phenotype in diaphragms from E18.5 embryos (Fig. 6C). No NMJ differentiation defects were present in HSA::Cre;Vangl2 LoxP/+ (HSA-Vangl2 +/-) and MuSK +/-heterozygous embryos compared to WT, except for a slight increase in the length of secondary nerve branches in MuSK +/-heterozygotes as previously revealed (Boëx et al., 2018) and a decrease in the length of primary branches in HSA-Vangl2 +/-mutants (Fig. 6D-I). In contrast, MuSK +/-;HSA-Vangl2 +/- transheterozygous embryos showed profound pre and postsynaptic abnormalities. Indeed, the number of AChR clusters was drastically reduced in MuSK +/-;HSA-Vangl2 +/-compared to HSA-Vangl2 +/-and MuSK +/-embryos (MuSK +/-, 91.5 ± 7.7 % ; HSA-Vangl2 +/-, 86.4 ± 9.0% ; MuSK +/- ;HSA-Vangl2 +/-, 58.5 ± 8.6% ; p<0.001), although their volume was unchanged (Fig. 6D-E).

Moreover, the secondary but not primary nerve branches were increased remarkably in number (MuSK +/-, 84.6 ± 14.5% ; HSA-Vangl2 +/-, 123.5 ± 11.7% ; MuSK +/-;HSA-Vangl2 +/-, 204.5 ± 13.1% ; p<0.001) and in length (MuSK +/-, 147.5 ± 8.8% ; HSA-Vangl2 +/-, 107.6 ± 5.9% ; MuSK +/- ;HSA-Vangl2 +/-, 262.6 ± 11.5% ; p<0.001) (Fig. 6F-I). Since HSA-Vangl2 -/-(Fig. 2) and MuSK∆CRD (Messéant et al., 2015) mouse embryos display a similar altered NMJ phenotype, we then asked whether MuSK/Vangl2 signaling process is mediated by Wnt/MuSK interaction.

Similar genetic interactions studies were performed using HSA::Cre;Vangl2 LoxP/+ and MuSK +/DCRD mice (Fig. 6C-I). As previously reported, MuSK +/DCRD embryos did not exhibit any NMJ formation defects compared to WT embryos (Boëx et al., 2018;Messéant et al., 2017). In contrast, compared to HSA-Vangl2 +/-and MuSK +/∆CRD embryos, MuSK +/∆CRD ;HSA-Vangl2 +/- transheterozygous embryos showed a partial postsynaptic alteration characterized by a ~1.5

folds decrease in the volume of AChR clusters (Fig. 6E) and presynaptic abnormalities associated with an increase in the number (although not significantly different from HSA-Vangl2 +/-) and an aimless overgrowth of secondary branches (Fig. 6H-I). All together, these genetic interaction studies demonstrate that Vangl2 and MuSK genetically interact, acting in a common signaling pathway that partly involves Wnt/MuSK interaction to regulate several aspects of NMJ formation.

Loss of Vangl2 function alters MuSK signaling activity and cytoskeletal organisation in muscle cells

To further characterize the functional role of Vangl2/MuSK interaction, we assessed the impact of loss of Vangl2 function on MuSK basal and ligand-induced signaling activity in C2C12 myotubes (Fig. 7). In vitro knock-down of Vangl2 function in differentiated muscle cells was first achieved by lentiviral transduction of a shVangl2 that led to a decrease of Vangl2 protein level expression by 10 folds compared to muscle cells transduced with a scrambled shRNA (shScr) (Fig. 7A). Loss of Vangl2 function did not alter the basal level of MuSK expression (Fig. 7A). Signaling activation mediated by tyrosine kinase receptors is tightly linked to receptor endocytosis (Lemmon and Schlessinger, 2010). Therefore, we decided to investigate whether MuSK internalization subsequent to ligand stimulation is affected in the absence of Vangl2. To address this, we monitored MuSK level of expression at the plasma membrane following Wnt11 stimulation using a cell surface biotinylation assay (Fig. 7B). C2C12 cells, transduced with shScr or shVangl2 were incubated with Wnt11 (10 ng/ml) at various time We then investigate the role of Vangl2 in the regulation of AChR anchoring to the subsynaptic cytoskeleton. Protein-protein interaction domains of Vangl2 modulate downstream signaling, including the activation of RhoA GTPases during cytoskeleton organization [START_REF] Schlessinger | Wnt signaling pathways meet Rho GTPases[END_REF][START_REF] Seifert | Frizzled/PCP signalling: a conserved mechanism regulating cell polarity and directed motility[END_REF]. Therefore, we hypothesized that loss of Vangl2 could lead to changes in the cellular actin cytoskeleton resulting in AChR clustering deficits.

Interestingly, the level of Wnt11-mediated AChR clusters was highly decreased in cultured primary myotubes from Vangl2 -/-mouse embryos compared to WT (Supplemental Fig. 3). We next characterized changes in the stress fiber arrangement in WT or Vangl2 -/-myotubes stained with Alexa fluor 488-conjugated phalloidin to label stress fibers and Alexa fluor 594conjugated α-BTX to stain AChR clusters (Fig. 7G). WT myotubes exhibited an elongated and parallel arrangement of actin stress fibers whereas Vangl2 -/-myotubes showed an altered arrangement of actin stress fibers (Fig. 7G). It is well established that actin stress fiber arrangement is a direct consequence of RhoA activity [START_REF] Bishop | Rho GTPases and their effector proteins[END_REF]W. Zhang et al., 2012). Therefore, we measured the amount of GTP-bound (active) RhoA in WT and Vangl2 -/- myotubes using an enzyme linked immunosorbent assays. As shown in Fig. 7H, the activity of RhoA expressed as percentage of WT level was significantly reduced in Vangl2-deficient muscle cells (WT, 100 ± 0.7% ; Vangl2 -/-, 82.4 ± 1.5% ; p<0.05).

Discussion

In this study, we provide compelling evidence showing that Vangl2 is part of the core complex of postsynaptic signaling proteins that drive the formation and maintain neuromuscular synapses throughout life. Constitutive deletion of Vangl2 confirms that Vangl2 regulates NMJ formation. However, the pre and postsynaptic alterations in the Vangl2 mutant were less severe than the defects previously reported for the Vangl2 looptail (Lp) mouse embryos (Messéant et al., 2017) AChR and growing all over the muscle surface. These presynaptic deficits are likely caused by the highly disturbed postsynaptic endplates, however we cannot rule out the possibility that muscle Vangl2 drives the expression of a retrograde signaling required for presynaptic motor axon outgrowth. Several core components of the PCP pathway including Vangl2 are involved in the guidance of a subset of peripheral axons such as commissural, monoaminergic and olfactive axons (Fenstermaker et al., 2010;Hua et al., 2014;Lyuksyutova et al., 2003;Shafer et al., 2011;Tissir et al., 2005;[START_REF] Wang | Axonal growth and guidance defects in Frizzled3 knock-out mice: a comparison of diffusion tensor magnetic resonance imaging, neurofilament staining, and genetically directed cell labeling[END_REF]Zhou et al., 2008). Strikingly, our results

show that motor axons reach their final destination, properly innervate the diaphragm without apparent presynaptic abnormalities when Vangl2 expression was ablated specifically in the motoneuron suggesting that motoneuronal Vangl2 is not required for motoneuron axon guidance and presynaptic differentiation in the diaphragm muscle. Recent studies have shown that the specific innervation of muscle territories by motoneuron pools in the spinal cord requires a subset of core PCP genes. In line with this, Vangl2 deletion, in contrast to Celsr3 and Fzd3, does not affect innervation of hindlimb muscles indicating that Vangl2 gene is dispensable for motor neurons to steer their axons in the SNP [START_REF] Chai | Celsr3 is required in motor neurons to steer their axons in the hindlimb[END_REF][START_REF] Hua | Frizzled3 controls axonal development in distinct populations of cranial and spinal motor neurons[END_REF].

Both Vangl2 looptail and Vangl2 -/-mice die at birth due to neural tube defects, preventing any postnatal analysis of Vangl2 function at the NMJ [START_REF] Strong | HEREDITARY LOOP-TAIL IN THE HOUSE MOUSEAccompanied by Imperforate Vagina and with Lethal Craniorachischisis When Homozygous[END_REF]. In contrast, Functionally, our findings reveal that loss of muscle Vangl2 leads to a reduced muscle strength likely due to impaired neuromuscular transmission both in hindlimb and diaphragm adult muscles. Interestingly, these functional features as well as NMJ structural dismantlement are similar to the clinical symptoms observed in patients with congenital myasthenic syndrome (CMS), a neuromuscular disease affecting synaptic transmission at the NMJ (Engel et al., 2015;[START_REF] Slater | Pre-and post-synaptic abnormalities associated with impaired neuromuscular transmission in a group of patients with "limb-girdle myasthenia[END_REF]. However, a search for CMS-causing genes associated to mutations in the Vangl2 gene using the RD-connect database (data not shown) did not lead to convincing (ie disease-causing) Vangl2 polymorphisms evidence and thus await for future studies. Of note, mutations in Vangl2 gene are associated with neural tube defects including spina bifida [START_REF] Juriloff | A consideration of the evidence that genetic defects in planar cell polarity contribute to the etiology of human neural tube defects[END_REF]Kibar et al., 2011). Importantly, patients suffering from spina bifida usually exhibit motor dysfunction of lower extremities with mild or severe muscle weakness, including tibialis anterior muscle [START_REF] Apkon | Advances in the care of children with spina bifida[END_REF][START_REF] Petronic | Distribution of affected muscles and degree of neurogenic lesion in patients with spina bifida[END_REF]. It is therefore tempting to speculate that the human Vangl2 mutations may disrupt Vangl2 function at the NMJ causing the muscle weakness observed in patients.

How muscle Vangl2 regulate NMJ development? Here, we report for the first time that Vangl2 physically binds MuSK, the master regulator of NMJ development (Burden et al., 2013;DeChiara et al., 1996) and that the two proteins are part of the same signaling cascade in vivo.

In addition, MuSK/Vangl2 signaling is mediated in part by Wnt binding to MuSK (via its extracellular CRD) in line with recent data showing that both MuSK and Vangl2 share Wnt proteins as common ligands (Messéant et al., 2017). Our study further reveals that Vangl2 modulates basal and ligand-induced MuSK endocytosis and subsequent activity since ligandinduced tyrosine kinase receptor (RTK) endocytosis is required for downstream signaling events (Goh and Sorkin, 2013) (Gordon et al., 2012). However, in contrast to zebrafish findings, our results indicate that this signaling is critical for NMJ differentiation and maintenance in mouse.

How Vangl2 regulates MuSK endocytosis and signaling remains elusive. Since RTK endocytosis is tightly modulated by the level of ubiquitination (Goh and Sorkin, 2013;[START_REF] Marmor | Role of protein ubiquitylation in regulating endocytosis of receptor tyrosine kinases[END_REF], we analyzed the effect of a loss of Vangl2 function on MuSK ubiquitination.

We found that in vitro knockdown of Vangl2 using lentiviral delivery of shRNA reduces the level of MuSK ubiquitination following Wnt11 stimulation, which is consistent with inhibition of Wnt11-induced MuSK endocytosis. Moreover, our results show that the level of MuSK ubiquitination in myotubes treated with agrin is also decreased in absence of Vangl2, although it remains unclear whether MuSK endocytosis is modulated by agrin (Luiskandl et al., 2013;Zhu et al., 2008). Our results are in agreement with a previous study showing that Vangl2 interacts with Dvl1 in commissural axons and antagonizes Dvl1-mediated negative feedback on Fzd3 activation. Knockdown of Vangl2 leads to hyperphosphorylation of Fzd3 and inhibits Wnt-mediated PCP pathway (Shafer et al., 2011). Interestingly, Dvl1 interacts with MuSK and is involved in AChR clustering (Luo et al., 2002). Therefore, it is tempting to speculate that a similar mechanism may also occur at the NMJ underlying fine tuning of MuSK signaling activities to ensure the correct assembly and maintenance of the NMJ.

Although increasing evidence have reported a role for Wnt morphogens in synaptic differentiation in invertebrate and vertebrate organisms (Boëx et al., 2018;Klassen and Shen, 2007;Koles and Budnik, 2012), the molecular mechanisms underlying Wnt/PCP signaling function in the regulation of NMJ assembly still largely remain elusive. Our present study reveals that Vangl2, through binding to MuSK controls its level of signaling activity (including Wnt/MuSK signaling), thereby regulating key aspects of postsynaptic assembly and maintenance including cytoskeleton organization and AChR clustering. Representative confocal images of WT and Vangl2 -/-primary myotubes stained with a-BTX (red, RACh) and Phalloïdin (green, actin). Scale bar, 10 µm. H. Quantification of active RhoA.

WT and Vangl2 -/-myotubes were serum starved for 48hrs and 25 µg of lysates were subjected to G-LISA TM assay in order to measure the levels of GTP-loaded RhoA (active RhoA).

Absorbance values were converted to concentration values from a standard curve and expressed (Jing et al., 2009;[START_REF] Remédio | Diverging roles for Lrp4 and Wnt signaling in neuromuscular synapse development during evolution[END_REF]. Cependant, plusieurs données cliniques chez l'Homme suggèrent l'implication du CRD de MuSK dans des pathologies neuromusculaires. En effet, la présence avérée de mutations dans le CRD de MuSK (Mihaylova et al., 2009;[START_REF] Cruz | Congenital myasthenic syndrome due to mutations in MUSK suggests that the level of MuSK phosphorylation is crucial for governing synaptic structure[END_REF], de même que d'anticorps dirigés contre ce même domaine (Otsuka et al., 2015;[START_REF] Takamori | Antibodies against Wnt receptor of muscle-specific tyrosine kinase in myasthenia gravis[END_REF] et al., 2020). Il serait envisageable de traiter des NMOs humains avec le sérum de patients MG contenant des anticorps anti-MuSK CRD afin d'en évaluer l'impact structural et fonctionnel.

Au-delà de la remise en cause du rôle fonctionnel du CRD de MuSK, l'équipe de S.Burden tend à reconsidérer le rôle des Wnts et de leurs voies de signalisation associées dans la formation de la JNM, qui ont pourtant été très bien documentés par différentes équipes (Henriquez et al., 2008;Li et al., 2018;Messéant et al., 2017;Strochlic et al., 2012;Wu et al., 2015Wu et al., , 2012a)). A la JNM des mammifères, l'activation de MuSK nécessite la présence de son co-récepteur phosphorylable Lrp4 (Li et al., 2018;Tintignac et al., 2015). Mes expériences de co- Cependant, à ce stade de l'étude, nous ne pouvons savoir si l'interaction entre ces deux partenaires se fait de manière directe ou indirecte. Vangl2 est une tétraspanine caractérisée par un domaine PDZ (post synaptic, disc large (DLG) and zonula occludens 1 (Zo1))-BDM dans sa région C-ter [START_REF] Bailly | The planar cell polarity Vangl2 protein: From genetics to cellular and molecular functions[END_REF] permettant la liaison des MAGUK (membrane-associated guanylate kinase with inverted domain organization) PSD95 (Yoshioka et al., 2013) et MAGI3 [START_REF] Yao | MAGI-3 is involved in the regulation of the JNK signaling pathway as a scaffold protein for frizzled and Ltap[END_REF]. Les MAGUK sont des protéines d'échafaudages moléculaires [START_REF] Fanning | Protein modules as organizers of membrane structure[END_REF], jouant un rôle clé dans l'organisation de régions spécialisées des membranes plasmiques synaptiques [START_REF] Ponting | PDZ domains: targeting signalling molecules to sub-membranous sites[END_REF]. De manière intéressante, le récepteur MuSK contient également dans sa région cytoplasmique un site PDZ-BDM (homologue à celui de Vangl2) liant la MAGUK Magi-1c, une autre isoforme protéique issue de l'épissage alternatif du gène MAGI-1 [START_REF] Strochlic | MAGI-1c: a synaptic MAGUK interacting with muSK at the vertebrate neuromuscular junction[END_REF]. Magi-1c est une protéine cytoplasmique localisée dans l'élément postsynaptique de la JNM. C'est une protéine à multiples domaines d'interaction protéiques. D'un point de vue structural, elle est caractérisée par la présence de cinq domaines de liaison au PDZ ; deux domaines WW et un domaine de type guanylate kinase (GuK) [START_REF] Dobrosotskaya | MAGI-1, a membrane-associated guanylate kinase with a unique arrangement of protein-protein interaction domains[END_REF] En tant que RTrk, la modulation du niveau de MuSK à la membrane plasmique ainsi que de son activité constitue un élément critique au cours de la formation et de la maintenance de la JNM (Lemmon and Schlessinger, 2010). L'un des mécanismes moléculaires intrinsèques à la cellule eucaryote le mieux caractérisé dans la régulation de l'activité d'un RTrk est celui de l'endocytose. L'endocytose est considérée pour être particulièrement importante dans le De nombreuses données expérimentales soulignent le rôle de l'ubiquitination des protéines au cours du développement et de la maintenance des synapses chez les vertébrés [START_REF] Colledge | Ubiquitination regulates PSD-95 degradation and AMPA receptor surface expression[END_REF][START_REF] Diantonio | Ubiquitin-dependent regulation of the synapse[END_REF]. Mon étude semble suggérer que Vangl2 régule le niveau d'ubiquitination de MuSK suite à une stimulation par l'Agrine ou Wnt11, en accord avec les résultats observés concernant l'internalisation de MuSK médiée par Wnt11. Le système ubiquitine-protéasome constitue le principal moyen d'endocytose et de dégradation des protéines par les lysosomes et le protéasome afin de réguler l'abondance des protéines à la surface cellulaire [START_REF] Hicke | Protein regulation by monoubiquitin[END_REF]. L'élément central de ce système est la petite molécule d'ubiquitine. L'attachement de manière covalente de l'ubiquitine à des résidus lysines des protéines destinées à être dégradées nécessite plusieurs étapes faisant intervenir successivement peut conduire à l'atténuation de la signalisation, par la dégradation du complexe ligand/récepteur ou par le recyclage du récepteur ou, au contraire, favoriser la transduction d'une voie de signalisation (Lemmon and Schlessinger, 2010;Luiskandl et al., 2013;Zhu et al., 2008). En accord avec ce dernier point, une étude réalisée chez le poisson zèbre, a montré que la liaison de Wnt4a et Wnt11r au CRD de MuSK/Unplugged conduit à l'internalisation du récepteur et à l'initiation d'une voie PCP impliquée dans l'agrégation des RACh au centre de la fibre musculaire (Gordon et al., 2012). On distingue plusieurs types d'endosomes en fonction de leur cinétique et des petites GTPases Rab (Ras-like proteins in the brain) qui les composent [START_REF] Chavrier | Localization of low molecular weight GTP binding proteins to exocytic and endocytic compartments[END_REF]. Les protéines Rab constituent la plus large famille de petites GTPases.

Ce sont des régulateurs clefs du trafic vésiculaire [START_REF] Stenmark | Rab GTPases as coordinators of vesicle traffic[END_REF]. Elles jouent un rôle prépondérant dans (i) la formation, incluant le choix de la cargaison et la confection du manteau conduit à un démantèlement des plaques motrice ainsi qu'à des défauts de neurotransmission similaires à ceux observés généralement en clinique chez des patients atteints de SMC (Li et al., 2018). Cependant, aucune mutation dans le gène VANGL2 n'a été identifiée à ce jour chez des patients souffrant de SMC en utilisant la plateforme RD-connect (communication personnelle H. Lochmuller). En revanche, des mutations dans VANGL2 sont associées à des défauts de fermeture du tube neural notamment la spina bifida (Kibar et al., 2011) 

Abstract

The neuromuscular junction (JNM) is a peripheral synapse formed by the anatomic and functional contact between a motor neuron and a striated skeletal muscle fiber. NMJ development requires a dynamic communication between motor axons and their muscle targets through several reciprocal signaling.

Understanding the mechanisms involved in cell polarization at the NMJ is crucial to develop new therapeutic strategies for neuromuscular diseases. Among the limited number of secreted factors that orchestrate this transsynaptic coordination, the Wnts diffusible cues have emerged as critical signals for synaptic differentiation, yet how Wnt signaling drives NMJ formation and maintenance remain poorly understood and controversial in mammals. In this context, the aims of my PhD project were 1) to validate the functional role of Wnt-MuSK interaction in vivo and 2) to study the Wnt Planar Cell Polarity (PCP) pathway during NMJ assembly and maintenance in mammals. Interestingly, our team showed that Van Gogh-like protein 2 (Vangl2), a core PCP component, is accumulated at developing NMJ, at both pre-and postsynaptic sites. Moreover, Vangl2 interacts with a subset of Wnt morphogens that are secreted at the NMJ suggesting that a Wnt/Vangl2-PCP signaling is involved in NMJ development. By using a set of mutant mice along with a large panel of cell biological and biochemical assays, I found that muscle Vangl2 is critical for NMJ assembly and maintenance, by controlling the level of MuSK signaling activity. Collectively, my results uncover a new Wnt/PCP signaling in the muscle, relying on Vangl2/MuSK interaction that shapes neuromuscular connectivity by regulating postsynaptic assembly and integrity.

Key words. Neuromuscular junction (NMJ), Vang Gogh-Like 2 (Vangl2), Planar Cell Polarity (PCP), Wnt, Muscle-Specific Kinase (MuSK).
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 21 Le diaphragme, modèle d'étude des étapes précoces de la mise en place de l'innervation neuromusculaire
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 22 Guidage axonal, prepatterning musculaire et initiation des contacts synaptiques (E11-E15.5)

2. 2 . 3 .

 23 Différenciation des compartiments pré-et postsynaptiques de la JNM (E15.5- E18.5) 
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 24 Maturation de la JNM (E18.5-P15) Entre les stades E18.5 et P15, la JNM subit des modifications caractéristiques à la fois structurales, pour que cette dernière adopte une conformation mature, et fonctionnelles qui assureront une transmission neuromusculaire efficace, indispensable à la survie. a. Maturation de l'appareil postsynaptique

Figure 9 .

 9 Figure 9. Mécanismes moléculaires généraux impliqués dans la maturation de la JNM.
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 1 StructureMuSK est exprimé par la fibre musculaire et accumulé dans la membrane de l'élément postsynaptique. MuSK appartient à la famille des récepteurs à activité tyrosine kinase (RTrk), récepteurs capables de transduire des signaux extracellulaires. Il est constitué d'une seule chaîne polypeptidique transmembranaire de 98 kDa comprenant trois domaines : un domaine extracellulaire amino-terminale (N-ter) ; un domaine transmembranaire caractérisé par une séquence hydrophobe impliquée dans l'ancrage du récepteur dans la membrane de l'élément postsynaptique ; et une région cytoplasmique. Plus précisément, la région N-ter contient trois domaines Ig-like, dont la structure présente une certaine analogie avec celle des immunoglobulines (Ig) suivies d'un domaine riche en cystéines(CRD, pour Cystein Rich Domain) 

1. 2 .

 2 Activation du récepteur à activité tyrosine kinase MuSK À l'instar des RTrk, l'activation de MuSK ainsi que les mécanismes biochimiques par lesquels ce dernier transmet les signaux extracellulaires à travers la membrane plasmique comportent plusieurs étapes stéréotypées. La première étape correspond à la liaison d'un ligand sur l'un des domaines particuliers (Ig-like ou CRD) présent dans la région extracellulaire d'un monomère MuSK. Ceci permet la dimérisation du récepteur MuSK et de fait la juxtaposition des domaines tyrosine kinase cytoplasmiques. Une fois dimérisé, le récepteur MuSK s'active par autophosphorylation en trans des résidus tyrosines. La région juxtamembranaire de MuSK contient un site PTB (phosphotyrosine-binding) caractérisé par un motif consensus (NPXY) ou le résidu

2. 1

 1 .1. L'Agrine neurale L'Agrine est un protéoglycane à sulfate d'héparane d'environ 200 kDa localisé à la lame basale synaptique (McMahan, 1990). L'Agrine possède plusieurs domaines caractéristiques : 4

3. 4 .

 4 Rôle de la voie de signalisation Wnt canonique dépendante de la b-caténine (Ctnnb1) à la JNM de la souris La voie de signalisation intracellulaire Wnt canonique a pour objet de stabiliser et d'accumuler dans le noyau d'une cellule le cofacteur de transcription b-caténine (Ctnnb1) afin de promouvoir la transcription de ses gènes cibles. En l'absence de ligand Wnt, l'excès de bcaténine cytoplasmique est dégradé par un complexe de protéines incluant l'axine, APC (Adenomatous Polyposis Coli), les serine/thréonine kinases GSK-3b (Glycogen Synthétase Kinase 3 b) et CK1 (Casein Kinase 1), la protéine phosphatase 2A (PP2A) et l'E3-ubiquitine ligase b-TrCP (b-transducing repeat-containing protein). Plus précisément, le complexe de destruction reconnaît un site très conservé, riche en sérine/thréonine, localisé dans la région amino-terminale de la b-caténine. La b-TrCP a la capacité de phosphoryler cette séquence conservée. Cette phosphorylation nécessite la présence des protéines d'échafaudages GSK-3b et CK1 et la liaison de l'axine à la b-caténine. Après phosphorylation et ubiquitination, la bcaténine est dégradée par le protéasome (Stamos and Weis, 2013) (Figure 17 -OFF). Classiquement, en présence de ligand Wnt, la liaison de ces derniers au récepteur-corécepteur Fz/LRP conduit au recrutement de Dvl et à l'activation de la voie canonique. Dvl recrute ensuite le complexe de destruction à la membrane plasmique qui va d'une part phosphoryler la partie intracellulaire de LRP et d'autre part, cesser d'ubiquitiner la b-caténine (Li et al., 2012). La bcaténine cytoplasmique néosynthétisée peut de ce fait transloquer au niveau nucléaire et remplacer le corépresseur Groucho avant de s'associer aux facteurs de transcription de la famille TCF (T-cell factor)/LEF (lymphoid enhancer factor) (Cadigan and Waterman, 2012). En recrutant d'autres coactivateurs de la transcription et des éléments modifiant les histones tels que CBP (CREB-binding protein), Brg-1 (Brahma related gene 1), Bcl9 (B-cell CLL/Lymphoma 9 protein) et Pygopus, la b-caténine influence l'activation transcriptionnelle de ses gènes cibles (Clevers and Nusse, 2012) (Figure 17 -ON).

  En aval de ces deux complexes, la PCP implique le recrutement d'effecteurs tels que Rac1 (Rasrelated C3 botulinum toxin substrate 1), Rho1 (Ras-like GTP-binding protein), Cdc42 (Cell Division Control Cycle 42), Inturned et Fuzzy qui agissent sur l'organisation du cytosquelette d'actine. Enfin, les gènes centraux de la voie PCP peuvent être classés en fonction de leur effet cellulaire autonome versus non autonome. Par définition, l'action d'un gène est dite autonome lorsque que la mutation de ce dernier dans une cellule spécifique affecte la voie PCP uniquement dans la cellule contenant le gène muté. En revanche, la mutation d'un gène à l'action non-autonome affecte à la fois la cellule dans laquelle il est muté mais également les cellules avoisinantes. Les gènes centraux de la voie PCP à action autonome sont Dsh, Pk, Fmi et Dgo et les gènes à action non-autonomes regroupent Fz et Vang/Stbm[START_REF] Strutt | Differential activities of the core planar polarity proteins during Drosophila wing patterning[END_REF].
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 1 Figure 1

  Afin d'évaluer spécifiquement les conséquences fonctionnelles d'une perte de fonction de la protéine Vangl2 in vivo, j'ai tout d'abord étudié le phénotype des JNM des embryons de souris Vangl2 -/-aux stades E13,5 (stade précoce de la formation des JNM) et E18,5 (lors de la différenciation synaptique). L'analyse immunohistochimique a révélé chez les embryons mutants des défauts de prepatterning musculaire et de différenciation pré-et postsynaptique caractérisés par une diminution de 27% du nombre d'agrégats de RAChs et une augmentation aberrante de la longueur des branchements primaires et secondaires, comparativement aux embryons contrôles. Ce phénotype, d'une gravité moindre que celle observée chez les embryons Lp(Messéant et al., 2017), démontre l'effet dominant négatif de la mutation Lp et le rôle de Vangl2 au cours du développement de la synapse neuromusculaire chez la souris.Ensuite, afin de discriminer le rôle motoneuronale versus musculaire de Vangl2 au cours de la formation de la JNM, j'ai analysé le phénotype des JNM des mutants conditionnels tissus spécifiques HSA-Vangl2 -/-(muscle) et HB9-Vangl2 -/-(motoneurone) au stade E18,5. Alors que les embryons HB9-Vangl2 -/-ne présentent pas de défauts de différenciation synaptique, les embryons HSA-Vangl2 -/-montrent des défauts de différenciation pré-et postsynaptique, phénocopiant ceux observés chez les embryons de souris Vangl2 -/-. L'ensemble de ces résultats suggère que seul Vangl2 musculaire joue un rôle critique dans la formation de la JNM. De plus, contrairement aux mutants Vangl2 -/-, les animaux HSA-Vangl2 -/-survivent après la naissance, ce qui m'a permis de montrer par l'utilisation d'outils d'analyses morphologiques et fonctionnelles que Vangl2 musculaire joue également un rôle au cours de la maintenance de la JNM. Par des expériences de co-immunoprécipitation et d'interactions génétiques, j'ai mis en évidence que Vangl2 et MuSK forment un complexe, indépendamment du CRD de MuSK, et que ces deux protéines font partie d'une voie de signalisation commune. Enfin, mes travaux ont révélé que Vangl2 (i) régule l'endocytose de MuSK médiée par Wnt11, (ii) affecte à la fois le niveau d'ubiquitination de MuSK, suite à une stimulation par l'Agrine ou Wnt11, ainsi que l'activité basale de MuSK, (iv) régule l'activité de la GTPase RhoA et intervient dans l'organisation du cytosquelette d'actine subcellulaire, essentielle à l'agrégation et à la stabilisation des RACh et (iv) participe à l'agrégation des RACh médié par Wnt11. L'ensemble de mes données semble suggérer pour la première fois que Vangl2, nouveau partenaire de MuSK, régule la formation et la maintenance de la JNM chez les mammifères en stimulant une signalisation dépendante de MuSK critique à l'agrégation/stabilisation des RACh dans la membrane postsynaptique et en participant à l'arrêt de la croissance motoneuronale une fois la cible musculaire atteinte.

  deletion and showed that loss of Vangl2 function in the muscle, but not in the motoneuron phenocopies the NMJ alterations triggered by Vangl2 constitutive ablation during embryonic development characterized by decreased number and volume of AChR clusters and sharp overgrowth of motor neurites bypassing reminder AChR clusters. These embryonic pre and postsynaptic differentiation defects extended throughout adulthood as NMJs disassemble leading to a progressive failure of neuromuscular transmission and motor function deficits. In vivo genetic interaction experiments demonstrated that Vangl2 and MuSK are part of the same signaling cascade, partially mediated by Wnt binding to MuSK. Using cell and molecular biology tools, we showed that Vangl2 physically binds MuSK and regulates its internalization thereby controlling the level of MuSK signaling activity in muscle cells. Moreover, loss of Vangl2 function in the muscle inhibited RhoA activation, altered actin cytoskeletal organization and AChR anchoring into the muscle membrane. Altogether, our results identify Vangl2 as a new regulator of MuSK signaling in postsynaptic assembly and uncover a yet uncharacterized Wnt/PCP function in the muscle, relying on Vangl2/MuSK interaction that shapes mammalian neuromuscular connectivity.MethodsGeneration and genotyping of mouse linesMice were maintained in a temperature-controlled environment in a 12/12h light-dark cycle and received ad libitum access to water and rodent chow diet. All experiments were performed according to the National and European guidelines for animal experimentation and approved by the Institutional Ethics Committee (Institut du Cerveau et de la Moelle Epinière (ICM), N°A-
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 5 min at room temperature. Blocking was performed using the Duolink blocking solution according to the manufacturer's indications (Duolink ® in situ PLA kit, Sigma). Cells were incubated with rabbit polyclonal anti-HA.11 and mouse monoclonal IgG1k anti-GFP antibodies at 4°C overnight. Incubation with PLA probes, ligation, amplification and mounting were performed using Duolink kit instructions. The following PLA probles were used: anti-rabbit plus (Sigma, catalogue no. DUO92002) and anti-mouse minus (Sigma, catalogue no. DUO92004). Images were collected using an epifluorescence microscope equipped with an apotome slider module (ApoTome2, Zeiss) and collapsed into a single image. The PLA signals appeared as red fluorescence dots.Tissue protein extraction.For total tissue extracts, frozen muscles (diaphragm, TA), brain and spinal cord were pulverized in liquid nitrogen and homogenized in 10 volumes of buffer containing 50 mM Tris, 10 mM EDTA, pH 8.3 and protease inhibitors (ThermoFisher Scientific, catalogue no. 78438). The same volume of buffer containing 0.125 M Tris, 4% SDS, 20% glycerol, pH 6.8 and protease inhibitors was added to homogenates. After sonication, muscle homogenates were incubated at 50°C for 20 min and insoluble material was removed by centrifugation (16000g, 20 min, 4°C).

MgCl 2 (

 2 PBS-Ca-Mg), then incubated with 0.5 mg/ml Sulfo-NHS-SS-biotin (ThermoFisher Scientific, calogue no. 21331) in PBS-Ca-Mg for 30 min at 4°C. Thereafter, biotin reaction was quenched with 0.5% BSA, 50 mM glycine in PBS-Ca-Mg. Following three washing with icecold PBS, proteins were extracted with lysis buffer (50 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 1% Triton X-100) supplemented with protease inhibitors and insoluble material was removed by centrifugation (20000g, 20 min, 4°C). Lysates were precleared with SureBeads TM protein G magnetic beads (BioRad, catalogue no. 161-4023) for 1hr at 4°C and incubated with streptavidin agarose beads at 4°C overnight on a rotating platform. Beads were washed twice with lysis buffer and once with 50 mM Tris-HCl pH 8.0 before to be heated at 95°C for 5 min in Laemmli sample buffer containing ß-mercaptoethanol to elute bound proteins. After centrifugation (12000g, 10 min, 4°C), supernatant containing biotinylated surface proteins was subjected to Western Blot for MuSK.Western Blot analysisProtein extracts were seperated by SDS-PAGE and transferred onto nitrocellulose (GE Healthcare Life Sciences, catalogue no. 10600002) or PVDF(BioRad, catalogue no. 1620177) membranes. The blotted membranes were incubated in the adequate blocking buffer (3-5% nonfat milk or 5% BSA, 0.1% Tween-20 in Tris-buffered saline (TBS)) for 2 hrs and then probed with primary antibodies directed against MuSK (1:1000), Vangl2(1:200), HA (1:2500), GFP (1:5000), phosphotyrosine (1:1000), ubiquitin (1:1000), GAPDH (1:10000) or TfR (1:500).
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 5 min, 30 min or 1 hour) at 37°C allowing the process of endocytosis. Cells were next incubated with sulfo-NHS-SS-biotin at 4°C to label surface proteins. Surface biotinylated proteins were extracted and purified with streptavidin beads. As shown in Fig. 7B, analysis by western blot revealed that loss of Vangl2 function did not altered the basal level of MuSK expression at the plasma membrane. Wnt11 stimulation in the scramble cells line caused a rapid time dependent decrease in surface MuSK levels of expression. In contrast, in absence of Vangl2, MuSK surface levels of expression remained unchanged at 5 and 30 minutes of Wnt11 stimulation and began to decrease at 1hr of treatment, suggesting that loss of Vangl2 delayed Wnt11-mediated MuSK endocytosis. Control experiments showed that surface level of TfR expression was not altered by Wnt11 treatments in both shScr and shVangl2 cell lines.We subsequently decided to assess MuSK ubiquitination and tyrosine phosphorylation (Fig.7C-F). C2C12 myotubes transduced with shScr or shVangl2 were treated or not (UT) with agrin (0,4 µg/ml) or Wnt11 (10 ng/ml) overnight. Cell lysates were subjected to MuSK immunoprecipitation and immunobloted with phosphotyrosine (P-Tyr, 4G10) or ubiquitin (ub) antibodies. Our findings showed that treatment of shScr-transduced muscle cells with agrin or Wnt11 strongly increased the level of MuSK phosphorylation and/or ubiquitination compared to the untreated condition (UT). In contrast, loss of Vangl2 function reduced MuSK level of ubiquitination following Wnt11 and agrin stimulation (Fig.7C-D). Interestingly, we observed an increase basal MuSK phosphorylation in cells transduced with shVangl2 (Fig.7E-F). In contrast to shScr cell line in which Wnt11 treatment increased MuSK phosphorylation as compared to UT as previously reported (B.Zhang et al., 2012), we did not observe an increase in MuSK phosphorylation by Wnt11 in the absence of Vangl2 (Fig.7E-F). Altogether, these experiments suggest that Vangl2 affect basal and ligand-induced MuSK signaling activity in muscle cells.

  indicating that the S464N missense mutation has a dominant negative function at the NMJ. This is in line with other studies of Vangl2-mediated PCP functions in various cell context showing that Lp mutation leads to the expression of a mutated protein which can interfere with the function of endogenous Vangl2 protein or other central actors of the PCP pathway (Yin et al., 2012). Our work further reveals uncharacterized functions of Vangl2 in the muscle during NMJ formation and maintenance demonstrating that Vangl2 plays a cell-autonomous role in postsynaptic differentiation and NMJ integrity. We found that conditional Vangl2 deletion in the muscle alters embryonic NMJ formation recapitulating the NMJ phenotype of Vangl2 -/- mutant. In contrast, knocking out Vangl2 in motoneurons did not result in NMJ differentiation defects suggesting that muscle Vangl2 cannot be compensated by Vangl2 expression from the motor axons. Muscle specific deletion of Vangl2 strongly impairs AChR accumulation in the postsynaptic membrane from the initial nerve-independent step of NMJ formation highlighted by reduced number of aneural and neural AChR clusters indicating a role for Vangl2 in forming immature AChR clusters and promoting or stabilizing neural AChR clusters. The postsynaptic alterations were accompanied of a sharp overgrowth of motor axons bypassing the remaining

  muscle-specific Vangl2 cKO mutants are viable allowing us to analyze the role of Vangl2 during NMJ maintenance in adult mice. We found that muscle specific deletion of Vangl2 causes NMJ to disassemble evidenced by structural and ultrastructural NMJ disorganization including fragmentated postsynaptic specializations with reduced junctional folds and sometimes associated to a partial withdrawal of motor axons resulting in muscle weakness.These structural and functional deficits in NMJ integrity are likely resulting from embryonic NMJ developmental defects, however we cannot exclude the possibility that muscle Vangl2 directly regulates postnatal development of the NMJ. Interestingly, loss of Vangl2 function seems to be compensated during the early post-natal developmental steps since no NMJ structural defects were observed in P20 Vangl2 muscle cKO mutant mice (data not shown) suggesting that Vangl2 regulates NMJ maintenance but not maturation. Further investigations using inducible Vangl2 mutant mice, are required to delineate the role of muscle Vangl2 in NMJ maintenance in adult mice.
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 1 Figure 1. Loss of Vangl2 function impairs NMJ formation.

Figure 2 . 1 .

 21 Figure 2. Muscle but not motoneuronal Vangl2 is involved in NMJ differentiation.
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 34 Figure 3. Abnormal NMJ structure and ultrastructure in HSA-Vangl2 -/-adult mice
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 5 Figure 5. Reduced diaphragm contraction following nerve stimulation in HSA-Vangl2 -/-
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 617 Figure 6. Vangl2 interacts physically and genetically with MuSK

  . Comme précédemment mentionné, MuSK contient une queue Cter contenant un motif consensus VXV, de liaison aux protéines à domaine PDZ. Ainsi, Magi-1c interagit via son domaine PDZ 4/5 avec la queue C-ter de MuSK. Magi-1c pourrait jouer le rôle d'échafaudage moléculaire à la JNM afin d'assembler et de maintenir différents composants et partenaires clefs de MuSK (Strochlic et al., 2001). De manière intéressante, j'ai réalisé des expériences complémentaires de co-immunoprécipitation à partir de lysats extraits de cellules COS7 exprimant MuSK-HA, GFP-Vangl2 et Magi1c-Flag. Mes résultats suggèrent pour la première fois que Magi-1c interagit également avec Vangl2, laissant supposer l'existence d'un complexe ternaire Vangl2/Magi-1c/MuSK dont la fonction serait le maintien du complexe Vangl2/MuSK à la JNM des mammifères (Figure 22).

Figure 22 .

 22 Figure 22. Magi-1c interagit avec Vangl2 et MuSK Des cellules COS7 ont été transfectées ou non avec des ADNc MuSK-HA, GFP-Vangl2 et Magi-1c-Flag. Les lysats cellulaires ont été soumis à co-immunoprécipitation avec des anticorps anti-HA, anti-GFP ou anti-Flag. Le complexe ternaire GFP-Vangl2/Magi-1c-Flag/MuSK-HA a été visualisé par western blot. GAPDH, témoin de dépôt de charge.

  contrôle de la densité des RTrk(Goh and Sorkin, 2013). Ce processus permet l'induction d'une réponse biologique appropriée compte tenu de la régulation de la cinétique, de l'amplitude ainsi que de la spécificité de la signalisation intracellulaire. Mon étude montre que Vangl2 initie l'endocytose de MuSK médiée par Wnt11 et que l'absence de Vangl2 inhibe l'agrégation des RACh induit par Wnt11 dans des cellules musculaires en culture renforçant l'idée d'une signalisation PCP Wnt/MuSK dépendante de Vangl2 régulant la différenciation postsynaptique.Parmi les deux grandes catégories d'endocytose actuellement connues, seule la pinocytose sera développée dans ce manuscrit. On distingue principalement la pinocytose clathrine dépendante de celle réalisée par des vésicules nues appelées cavéoles. L'endocytose clathrine dépendante est responsable de l'internalisation de 70% du pool de MuSK membranaire ; les 30% restants étant dépendants d'un mécanisme impliquant la cavéoline(Luiskandl et al., 2013). L'internalisation des RTrk par le processus endocytique nécessite plusieurs étapes (Acconcia et al., 2009). Premièrement, une partie de la membrane plasmique entoure par invagination le RTrk. Cette constriction initiale de la membrane plasmique est dépendante de la GTPase dynamine-1 pour les vésicules tapissées de clathrine et de la dynamine-2 pour les vésicules appartenant au processus lent d'endocytose médié par les cavéoles. Quand le récepteur est complètement entouré, cette partie de la membrane se désolidarise du reste de la membrane plasmique. Un système intriguant semble donner le signal d'initiation du processus d'endocytose. A cet égard, le procédé enzymatique appelée ubiquitination, modification posttraductionnelle au cours de laquelle les protéines ubiquitines se lient de façon covalente à une protéine cible, s'inscrit en tant que régulateur clé pour la signalisation et le trafic de différents RTrk.

  de clathrine si nécessaire, (ii) le bourgeonnement, (iii) la motilité des vésicules d'endocytose ainsi que dans (iv) la fusion de ces dernières avec d'autres compartiments cytoplasmiques spécifiques. Il existe une ségrégation des Rab GTPases dans des domaines membranaires de la vésicule avec des fonctions distinctes. Ainsi on distingue trois principales populations d'endosomes de recyclage, composés de différentes combinaisons de Rab : la première contenant uniquement Rab5, la seconde Rab4 et Rab5 et la troisième contenant Rab4 et Rab11.Enfin, de manière analogue, les endosomes tardifs contiennent des domaines membranaires distincts positifs pour Rab7 et Rab9[START_REF] Stenmark | Rab GTPases as coordinators of vesicle traffic[END_REF].Luiskandl et al. ont utilisé une approche d'imagerie par fluorescence in vivo en système hétérologue pour étudier plus finement les mécanismes moléculaires engagés dans le processus d'endocytose de MuSK (Luiskandl et al., 2013). Les auteurs ont montré que MuSK est empaqueté dans des vésicules endosomales de recyclage Rab4 et Rab11 positives ou dans des endosomes tardifs Rab7 positifs, suggérant que MuSK est dégradé par les lysosomes (Figure 23). Il existe donc, un turnover constitutif de MuSK. Dans mon étude, la perte de fonction de Vangl2 n'affecte pas la quantité totale de MuSK, laissant supposer que MuSK n'est pas dégradé mais recyclé à la membrane plasmique. Il serait intéressant de déterminer si MuSK ou le complexe MuSK/Vangl2 est empaqueté dans les mêmes vésicules de recyclage en vue d'initier leur voie de signalisation commune. Des expériences d'immunofluorescence devront être réalisées dans des myotubes en culture afin de démontrer une potentielle colocalisation entre Vangl2/MuSK et les endosomes de recyclages Rab11-et Rab4-positifs. En plus de son rôle dans la signalisation Wnt/MuSK, Vangl2 peut-il également être impliqué dans l'agrégation des RACh médiée par la signalisation Agrine/MuSK ? Les études que j'ai menées in vitro n'ont pas permis de clairement mettre en évidence cette implication. Cependant, des résultats contradictoires ont été obtenus par deux équipes quant à l'internalisation de MuSK suite à l'interaction de l'Agrine avec LRP4. Alors que Zhu et al. ont montré qu'un traitement à l'Agrine induit l'endocytose rapide de MuSK dans des cellules musculaires en culture, l'équipe de R. Herbst a démontré que l'internalisation de MuSK était indépendante de son activation par le complexe Agrine/LRP4 (Luiskandl et al., 2013; Zhu et al., 2008). Etant donné les défauts de différenciation et de maintenance du domaine postsynaptique observés en absence de Vangl2, nous pouvons émettre l'hypothèse selon laquelle Vangl2 régulerait la signalisation Agrine/MuSK. Des expériences complémentaires sont nécessaires afin d'apprécier l'effet de l'absence de Vangl2 sur l'agrégation des RACh médiée par l'Agrine. Pour ce faire, des myotubes obtenus après culture primaire de muscles des pattes postérieures d'embryons de souris WT et Vangl2 -/-seront traités ou non avec de la protéine recombinante Agrine pendant 16hrs et le nombre de RACh marqués à l'aide d'a-BTX sera quantifié. De plus, une question reste en suspens : comment l'absence de Vangl2 conduit à une augmentation de la phosphorylation basale de MuSK, en l'absence de tout ligand ? Dvl est une protéine adaptatrice commune à l'ensemble des voies de signalisation initiées par les ligands Wnt (Gao and Chen, 2010). De manière intéressante, il a été rapporté que Dvl interagit avec MuSK et est impliqué dans l'agrégation des RACh dans des cellules musculaires en culture (Luo et al., 2002). En 2011, Shafer et al. ont montré que Vangl2 et Dvl1 ont des fonctions antagonistes sur l'état d 'activation du récepteur Fz3 dans les axones commissuraux(Shafer et al., 2011). En effet, Vangl2 est capable de contrecarrer le rétrocontrôle négatif de Dvl1 sur l'activation de Fz3. Ainsi, en l'absence de Vangl2, Fz3 est hyperphosphorylé, maintenu à la membrane plasmique et la voie Fz3/Vangl2/PCP médiée par les Wnts est inhibée(Shafer et al., 2011). Ces résultats sont en accord avec ceux de mon étude suggérant que l'absence de Vangl2 pourrait conduire à une hyperphosphorylation basale de MuSK et par voie de conséquence à une désensibilisation de MuSK à l'action de Wnt11. L'ensemble de ces données nous invite également à réfléchir à l'effet d'une absence de Vangl2 sur l'état d'activation de la voie Wnt canonique. Plusieurs données de la littérature portant sur la complexité des protéines Wnt tendent à montrer que les voies de signalisation initiées par ces dernières doivent être considérées comme des voies synergistiques plutôt que des voies indépendantes les unes des autres[START_REF] Wiese | Wnt signalling: conquering complexity[END_REF]. Il a été suggéré que l'absence de Vangl2 conduit à une activation ectopique de la voie Wnt canonique. Ce mécanisme conservé au cours de l'évolution permettrait d'assurer une réponse robuste et adaptée de la cellule à une stimulation aux ligands Wnt[START_REF] Mentink | The planar cell polarity protein VANG-1/Vangl negatively regulates Wnt/β-catenin signaling through a Dvl dependent mechanism[END_REF]. Il est donc tentant de spéculer que l'absence de Vangl2 dans notre système puisse favoriser l'activation de la voie Wnt canonique ce qui pourrait en partie limiter les déficits synaptiques liés à l'inhibition de la voie Vangl2/MuSK/PCP.Pour conclure, l'ensemble des données de la littérature et des résultats obtenus au cours de ma thèse m'ont permis d'établir le schéma fonctionnel suivant (Figure24) : Les trois compartiments constituant la JNM expriment et peuvent sécréter un set de protéines Wnt spécifique. La liaison de certaines Wnt au CRD de MuSK conduit à l'activation de MuSK et à l'initiation d'une voie de signalisation canonique, dépendante de la ß-caténine, impliquée dans la transcription de gènes cibles incluant (i) ceux codant les sous-unités des RACh et (ii) ceux codant des facteurs rétrogrades, dont Slit2, destinés à être sécrétés par la fibre musculaire afin de réguler la différenciation présynaptique et l'arrêt de la croissance axonale une fois la cible musculaire atteinte. En plus de se lier à MuSK, les Wnts sont également capables de lier Vangl2. Seul Vangl2 musculaire régule la formation et la maintenance des JNM chez la souris. De plus, Vangl2 interagit physiquement (flèche noire) et génétiquement (double flèche rouge) avec MuSK. Vangl2, nouveau partenaire de MuSK, semble réguler l'ubiquitination et l'endocytose de MuSK médiées par Wnt11 en vue de promouvoir une voie de signalisation Wnt/MuSK/PCP impliquée dans l'agrégation des RACh dans la membrane de l'élément postsynaptique. Cette ubiquitination de MuSK pourrait être relayée par l'E3 ubiquitine ligase PDZRN3, protéine interagissant à la fois avec MuSK et Vangl2 via leur PDZ-BDM respectif. L'identité des endosomes dans lesquels MuSK ou le complexe MuSK/Vangl2 sont transportés reste à être identifiée. En plus du rôle de la Rapsyne dans le maintien des RACh à la membrane postsynaptique, la voie de signalisation Wnt/MuSK/Vangl2 PCP permettrait le recrutement de la petite GTPase RhoA à Vangl2 impliquée dans la réorganisation du cytosquelette d'actine subcellulaire et in fine à la stabilisation des RACh. Mes travaux témoignent de la complexité des voies de signalisation médiées par les Wnts et renforcent l'idée selon laquelle plusieurs voies de signalisation participent à la reconnaissance nerf-muscle lors des étapes précoces de la mise en place de la connectivité neuromusculaire chez la souris. Ils mettent également en lumière un rôle de Vangl2 dans l'intégrité structurale et fonctionnelle des synapses neuromusculaires au stade adulte. De fait, l'absence de Vangl2

Rôle émergent de la voie de signalisation de polarité planaire cellulaire dans la formation de la JNM 1. La voie de signalisation de polarité planaire cellulaire (PCP)

  . Enfin, Messéant et ses collaborateurs ont montré par RT-qPCR que le niveau d'expression de Vangl2, gène codant pour l'une des protéines centrales de la voie PCP, est fortement exprimé dans le diaphragme et les muscles des pattes postérieures des embryons de souris au stade E14, moment où les premiers contacts synaptiques s'établissent (comme pour les gènes Wnt4 et Wnt11), suggérant qu'une voie PCP dépendante de Vangl2 pourrait participer au positionnement neuromusculaire(Messéant et al., 2017).La polarité cellulaire planaire (ou PCP pour Planar Cell Polarity) est, par définition, un processus au cours duquel les cellules se développent et s'orientent de manière coordonnée dans le plan d'un épithélium, perpendiculairement à la polarité apico-basale

	Chapitre 3.

  . De plus, alors que l'abolition des gènes Celsr3 et Fz3 dans les motoneurones conduit à une absence d'innervation au niveau des muscles de la partie dorsale des pattes postérieures conduisant à une paralysie des membres et une dysmorphie du pied[START_REF] Chai | Celsr3 is required in motor neurons to steer their axons in the hindlimb[END_REF][START_REF] Hua | Frizzled3 controls axonal development in distinct populations of cranial and spinal motor neurons[END_REF], cette même innervation n'est pas affectée chez les mutants Vangl2[START_REF] Chai | Celsr3 is required in motor neurons to steer their axons in the hindlimb[END_REF].Ceci indique que, contrairement à la polarité épithéliale, le guidage axonal dans le SNP ne nécessite pas le gène Vangl2. En fait, la protéine Vangl2 Lp est séquestrée dans le réticulum endoplasmique et ne peut pas atteindre sa localisation membranaire. La protéine Vangl2

Lp a un fort effet dominant négatif

(Yin et al., 2012)

. Nous savons que Vangl2 forme un complexe avec Vangl1 permettant le recrutement de Dvl1 à la membrane plasmique. Des expériences de double hybride chez la levure ont montré que la protéine Vangl2 Lp ne lie pas Dvl1 mais peut encore lier Dvl2 et Dvl3

(Torban et al., 2004b)

. De ce fait, la protéine Vangl2 Lp est capable de séquestrer dans le RE Dvl2 et Dvl3 et ainsi d'entrer en compétition avec Fz3 affectant in fine la localisation membranaire de ce dernier. De plus, comme dit précédemment, dans des cellules épithéliales, Vangl et Celsr s'accumulent du côté proximal de la cellule et peuvent interagir ensemble. De ce fait, la protéine Vangl2 Lp pourrait également entraver l'adressage de Celsr3 et affecter la signalisation Celsr3/Fz3. Les défauts de guidage axonal observés chez les mutants Lp pourraient donc refléter la perturbation indirecte de la signalisation Celsr3-Fz3, plutôt qu'une fonction directe de Vangl2. Enfin, des études in vitro ont identifié Fzd3, Vangl2 et Dvl1 dans les cônes de croissance des axones commissuraux avec un enrichissement de Vangl2 au bout des filopodes stables ou en croissances

  , Vang est l'un des orthologues de Stbm

	chez les vertébrés. Chez les mammifères, la famille Vangl comprends deux isoformes : Vangl1
	et Vangl2. Chez l'homme l'alignement des séquences oligonucléotidiques des gènes VANGL1
	et VANGL2 présente un pourcentage d'homologie égal à 72%. Plusieurs données de la
	littérature ont montré que des altérations de VANGL2 conduisent à des défauts
	développementaux plus sévères que ceux observés suite à des mutations de VANGL1, suggérant
	que l'isoforme Vangl2 jouerait un rôle plus central dans l'organisation primaire des tissus (Song

Les principaux partenaires de Vangl2 chez les vertébrés 2.3. Vangl2 et mutation Looptail.

  

. D'autres acteurs du processus d'endocytose tels que la protéine d'échafaudage Gipc1 (GAIP C-terminus interacting protein 1) et SNX27 (Sorting nexin-27), un composant associé aux endosomes précoces, jouent un rôle actif dans le recyclage de Vangl2 à la membrane plasmique. Des expériences de double hybride chez la levure ont montré que ces derniers contiennent un domaine PDZ capable d'interagir avec le domaine PDZ-BDM de Vangl2

[START_REF] Belotti | The human PDZome: a gateway to PSD95-Disc large-zonula occludens (PDZ)-mediated functions[END_REF][START_REF] Giese | Gipc1 has a dual role in Vangl2 trafficking and hair bundle integrity in the inner ear[END_REF][START_REF] Steinberg | A global analysis of SNX27-retromer assembly and cargo specificity reveals a function in glucose and metal ion transport[END_REF]

.

2.2.

Table 1 . Principaux partenaires de Vangl2

 1 et les NTDs fermées ou le tube neural est exposé à l'environnement ou recouvert par la peau, respectivement. Les NTDs ouvertes se subdivisent en deux catégories : crâniale (anencéphalie, céphalocèle) et spinal (spina-bifida, myélocèle). En plus de ces deux catégories, une forme très rare de NTDs ouvertes, appelée craniorachischisis, affecte toute la moelle épinière, de la

	Partenaires de Vangl2	Région d'interaction avec Vangl2
	Dvl1-3	PBM
	Prickle	Région C-ter
	Celsr1/Fmi	ND
	Frizzled3	ND
	Scribble	Région C-ter PBM
	MAGI-3	Région C-ter PBM
	GIPC1	Région C-ter PBM
	SNX27	Région C-ter PBM
	PDZRN3	Région C-ter PBM
	PSD95	Région C-ter PBM
	Vangl1	Région entourant les 4 domaines TM
	Vangl2	ND
	E-Cadhérine	Région C-ter
	N-Cadhérine	Région C-ter
	AP-1 (sous-unité µ1)	Motif YYXXF
	Rac1	Région C-ter PBM
	RhoA	ND
	Adapté de Bailly et al. (2018)	

Lp/+ et les embryons de souris homozygotes Vangl2 Lp/Lp sont caractérisées par une queue dite « en tire-bouchon » mais seuls les embryons Vangl2 Lp/Lp meurent in utero et présentent un craniorachischisis. La mutation Lp conduit à la rétention de la protéine Vangl2 dans le RE voire à sa dégradation par le protéasome du fait d'un défaut conformationnel la rendant instable

(Iliescu et al., 2011b; Montcouquiol et al., 2006; Torban et al., 2012)

. La mutation Lp peut également conduire à l'expression d'une protéine ayant un effet dominant négatif. En effet, cette protéine mutée est capable d'interagir avec les acteurs centraux de la voie PCP dont Vangl2, de former des hété-ou homo-oligomères et de perturber ainsi la délivrance de Vangl2 à la surface cellulaire

(Yin et al., 2012)

.

2.

4. Vangl2 et développement du système neuromusculaire

  Vangl2 participe à la myogenèse et plus particulière à la maintenance des cellules satellites du muscle striée squelettique. Les cellules satellites sont une population hétérogène de cellules souches. Suite à une lésion musculaire chez l'adulte, un processus de régénération se met en place ou cours duquel les cellules satellites, s'activent, prolifèrent rapidement puis se différencient en myoblastes afin de régénérer les fibres musculaires endommagées. Cette expansion de cellules satellites est stimulée par Wnt7a dont l'expression augmente lors des mécanismes de régénération (Le[START_REF] Grand | Wnt7a activates the planar cell polarity pathway to drive the symmetric expansion of satellite stem cells[END_REF]. Wnt7a, en se liant au récepteur Fz7 sur l'un des pôles de la cellule satellite et en régulant la localisation de Vangl2 au pôle opposé, initie une voie PCP en vue de contrôler la division polarisée des cellules satellites et in fine

	De manière intéressante, les embryons Vangl2 Lp/Lp présentent un phénotype neuromusculaire
	quasi similaire à celui observé chez les embryons MuSKDCRD (Messéant et al., 2015), nous
	permettant d'émettre l'hypothèse selon laquelle une voie PCP dépendante de
	Wnt/MuSK/Vangl2 pourrait réguler la formation de la JNM.

régule les capacités régénératives du muscle. De plus, Vangl2 est nécessaire à l'expansion de cellules satellites. En effet, dans des cellules musculaires en culture ou le gène Vangl2 a été délété par l'utilisation d'un ARN interférent, la prolifération des cellules satellites stimulée par Wnt7a est inhibée (Le

[START_REF] Grand | Wnt7a activates the planar cell polarity pathway to drive the symmetric expansion of satellite stem cells[END_REF]

.

Au niveau de la synapse neuromusculaire, Messéant et ses collaborateurs en 2017 ont démontré, par des expériences d'immunofluorescence sur coupes de tibialis antérieur d'embryons de souris au stade 18.5, que Vangl2 est enrichie à la JNM, à la fois en pré-et postsynaptique (Figure

20A

). De plus, des expériences de co-immunoprécipitation à partir de co-cultures de cellules hétérologues ont mis en évidence que les protéines extracellulaires Wnt4 et Wnt11 forment un complexe avec Vangl2, laissant suggérer que ces trois protéines pourraient faire partie d'une cascade de signalisation commune (Figure

20B

)

(Messéant et al., 2017)

. Enfin, l'analyse du phénotype des JNMs du diaphragme d'embryons de souris Vangl2 Lp/Lp aux stades E14,5 et E18,5 montre une diminution du nombre et du volume d'agrégats de RAChs et une importante surcroissance motoneuronale comparativement aux embryons WT (Figure

21

)

(Messéant et al., 2017)

. Chapitre 4.

Objectifs de la thèse 1. Confirmer le rôle fonctionnel de la liaison des ligands Wnt au domaine riche en cystéines de MuSK à la JNM de la souris.

  Chez les mammifères, la formation et la maintenance de la JNM reposent sur l'activation d'un complexe de récepteurs clés constitué du récepteur à activité tyrosine kinase MuSK et de son corécepteur Lrp4 accumulé à la membrane postsynaptique de la fibre musculaire(Li et al., 2018). Plusieurs études récentes soulignent le rôle des morphogènes Wnts dans l'assemblage de la JNM chez les mammifères via leur liaison au CRD extracellulaire de MuSK, homologue Par ailleurs, plusieurs données cliniques suggèrent que des mutations dans le domaine CRD de MuSK de même que la présence d'anticorps dirigés contre ce dernier contribuent à l'étiologie des Syndromes Myasthéniques Congénitaux (SMC) et des Myasthénies Graves (MG) respectivement[START_REF] Huijbers | Longitudinal epitope mapping in MuSK myasthenia gravis: implications for disease severity[END_REF] Mihaylova et al., 2009; Otsuka et al., 2015;[START_REF] Cruz | Congenital myasthenic syndrome due to mutations in MUSK suggests that the level of MuSK phosphorylation is crucial for governing synaptic structure[END_REF][START_REF] Takamori | Antibodies against Wnt receptor of muscle-specific tyrosine kinase in myasthenia gravis[END_REF].Cependant, l'importance fonctionnelle du CRD de MuSK chez la souris reste controversée dans la littérature. En effet, dans une étude publiée récemment, Remédio et collaborateurs conclue que le domaine CRD de MuSK n'est ni nécessaire au prepatterning musculaire ni à la différenciation des compartiments pré-et postsynaptiques[START_REF] Remédio | Diverging roles for Lrp4 and Wnt signaling in neuromuscular synapse development during evolution[END_REF]. De plus, l'organisation structurale des JNMs de même que les performances motrices ne semblent pas 'ensemble des résultats obtenus fait l'objet d'un article en cours de préparation (page 85).

	ARTICLE 1
	Article en préparation.
	Muscle Van Gogh-like 2 shapes neuromuscular synapse by regulating MuSK signaling Résumé de l'étude
	activity.
	Myriam Boëx, Julien Messéant, Steve Cottin, Marius Halliez, Stéphanie Bauché, Céline La synapse périphérique cholinergique qui s'établit entre la terminaison axonale d'un
	Buon, Nathalie Sans, Mireille Moncouquiol, Jordi Molgo, Muriel Amar, Andrée Rouche, motoneurone et sa cible musculaire striée squelettique est appelée jonction neuromusculaire
	Dominique Langui, Asha Baskaran, Arnaud Ferry, Mégane Lemaitre, Bertrand Fontaine and (JNM). Le développement de la JNM implique une communication dynamique via divers
	Laure Strochlic. processus de signalisation réciproques entre les motoneurones et leurs cibles musculaires striées
	squelettiques (Li et al., 2018).
	RÉSULTATS
	Revue publiée dans Current Opinion in Physiology.
	Regulation of mammalian neuromuscular junction formation and maintenance by Wnt
	signaling.

à celui des récepteurs Fz

(Barik et al., 2014; Messéant et al., 2015; Strochlic et al., 2012; Zhang et al., 2012)

. Parmi les 19 Wnts répertoriées chez les mammifères, Wnt2, Wnt3a, Wnt4, Wnt6, Wnt7b, Wnt9a et Wnt11 sont capable d'interagir avec le CRD de MuSK in vitro

(Barik et al., 2014; Strochlic et al., 2012; Zhang et al., 2012) 

mais seules Wnt4, Wnt9a et Wnt11 sont capables d'activer MuSK et d'induire l'agrégation des RACh en l'absence d'agrine in vitro

(Jing et al., 2009; Strochlic et al., 2012; Zhang et al., 2012)

. Afin d'étudier le rôle fonctionnel de l'interaction Wnt/MuSK, notre équipe a précédemment généré par recombinaison homologue une souris chez laquelle le CRD de MuSK est spécifiquement délété (souris MuSK∆CRD). L'analyse phénotypique des embryons MuSK∆CRD a révélé une diminution drastique du nombre de RAChs aneuraux et neuraux ainsi que d'importants défauts de différenciation présynaptique et d'arrêt de la croissance axonale une fois la cible musculaire atteinte

(Messéant et al., 2015)

. De plus, l'absence du CRD de MuSK conduit au stade adulte à des défauts structuraux et fonctionnels des plaques motrices, similaires à ceux observés en clinique chez des patients souffrant de syndromes myasthéniques.

De manière intéressante chez l'Homme, le gène MUSK peut subir un épissage alternatif de son exon 10, codant pour 6 des 10 cystéines du CRD de MuSK, conduisant ainsi à l'expression d'une isoforme de MuSK insensible aux ligands Wnt. Cependant, cette isoforme ne représente qu'une fraction minoritaire de la quantité totale de protéine MuSK dans le muscle strié squelettique. De fait, la différenciation musculaire conduit à l'inclusion de l'exon 10 de MUSK permettant l'expression majoritaire de la forme sensible aux Wnts de MuSK

(Nasrin et al., 2014; Ohno et al., 2017)

. être affectées chez les souris adultes MuSK∆CRD, porteuses de la délétion des exons 9-12 du CRD de MuSK obtenue par la technique CRISPR-Cas9 de type II. Cette étude a remis en cause la validité du modèle murin développé par Messéant et ses collaborateurs dans lequel les exons 9-11 du CRD de MuSK ont été délété par recombinaison homologue (Messéant et al., 2015). Une hypothèse avancée par Remédio et coll. afin d'expliquer les différences phénotypiques observées entre les deux études est que les défauts observés par Messéant et coll. sont dus à une surexpression de la forme mutée de MuSK plutôt qu'à la mutation elle-même. Mon premier objectif de thèse a visé non seulement à 1. Présenter une vue intégrée du rôle des morphogènes Wnt et de leurs signalisations associées dans le développement de la JNM chez la souris mais aussi, 2. À répondre à la controverse sur le rôle fonctionnel de l'interaction Wnt/MuSK. Pour ce faire, mon projet de recherche a consisté à analyser le phénotype des embryons de souris trans-hétérozygotes MuSK DCRD/-, obtenu après croisement des lignées MuSK DCRD/+ et MuSK +/-afin d'évaluer si les défauts synaptiques des mutants MuSK∆CRD publiés par Messéant et al. (2015) sont bien dus à une perte de fonction du CRD de MuSK. L'ensemble des résultats obtenus ont été intégré dans une revue à comité de lecture publiée en 2018 dans Current Opinion in Physiology (page 74). Myriam Boëx, Julien Messéant, Stéphanie Bauché, Bertrand Fontaine, Claire Legay and Laure Strochlic. Volume 4, August 2018, Pages 88-95.

L

Toute perturbation de ce dialogue trans-synaptique conduit à des défauts progressifs de neurotransmission survenant dans un large éventail de maladies

  

neuromusculaires. Chez la souris, les principales étapes du développement de la JNM reposent sur l'activation d'un complexe de récepteurs postsynaptique constitué du récepteur à activité tyrosine kinase MuSK (muscle specific tyrosine kinase) et de son corécepteur Lrp4 (Low density lipoprotein receptor-related 4)

  . La délétion par recombinaison homologue des acides aminés 305-453 du domaine CRD de MuSK chez la souris (MuSKDCRD) affecte la formation de la JNM et conduit à des défauts structuraux et fonctionnels des synapses neuromusculaires au stade adulte(Messéant et al., 2015).Dans cette étude, nous avons résumé dans un premier temps l'ensemble des données de la littérature soulignant l'implication des protéines Wnt et de leurs voies de signalisation associées dans le développement de la JNM des vertébrés. De plus, le rôle critique et fonctionnel duCRD Remédio et al., 2016). En analysant le phénotype neuromusculaire des souris chez lesquelles le domaine CRD de MuSK a été délété par la technique CRISPR/Cas9 de type II, les auteurs ont conclu que l'interaction Wnt/MuSK n'est ni impliqué dans les étapes précoces de la formation de la JNM, ni même dans le maintien de l'intégrité structurale et fonctionnelle des synapses adultes. Remédio et ses collaborateurs ont par ailleurs proposé que les défauts observés dans le modèle murin MuSK∆CRD généré par Messéant et al., et obtenu par recombinaison homologue serait la résultante d'un effet hypermorphe de la mutation D305-453 et non pas d'une perte de fonction du CRD de MuSK. Afin de confirmer la validité de notre modèle d'étude, nous avons analysé le phénotype d'embryons transhétérozygotes MuSK DCRD/-au stade E18.5, obtenu après croisement de souris hétérozygotes MuSK DCRD/+ générés par Messéant et coll. avec des souris MuSK +/-afin de déterminer si les embryons MuSK DCRD/-phénocopient les défauts de formation des JNM observés chez les embryons MuSK DCRD/DCRD . Les embryons de souris hétérozygotes MuSK DCRD/-et MuSK +/-ne présentent aucun défaut de formation des JNM (exceptée une légère

de MuSK y est également discuté. En effet, comme précédemment exposé dans l'introduction générale de ce manuscrit, l'équipe de S. Burden a récemment remis en cause l'importance de la liaison des Wnts au CRD de MuSK au cours de la formation et de la maintenance des JNM chez les mammifères (augmentation de la longueur des branchements nerveux secondaires chez les embryons MuSK +/-)

(DeChiara et al., 1996; Messéant et al., 2017)

. En revanche, les embryons transhétérozygotes MuSK DCRD/-présentent un déficit en nombre et volume des agrégats de RACh de 70% et 33% respectivement comparé aux embryons WT. De plus, le pattern d'innervation des embryons MuSK DCRD/-est caractérisé par une augmentation aberrante de la longueur des branchements neuritiques, lesquels au lieu de s'arrêter au niveau des RACh qu'ils innervent, poursuivent leur croissance en direction de la périphérie du muscle. L'ensemble de ces résultats démontre le rôle fondamental de la liaison Wnt/MuSK au cours de la formation de la JNM chez les mammifères. L'analyse phénotypique des embryons MuSK DCRD/-a été intégrée dans une revue à comité de lecture, résumant les principaux rôles des Wnts au cours de la formation et de la maintenance de la JNM, parue en 2018 dans Current Opinion in Physiology.
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	Wnt/PCP pathway, Dvl recruitment to the plasma mem-	recently showed that Vangl2 accumulates in the synapse-
	brane in concert with the dedicated PCP proteins Vangl/	rich region, interacts with extracellular Wnt4 and Wnt11
	strabismus, Celsr/flamingo and the tyrosine protein	and that loss of Vangl2 function (Vangl2 looptail muta-
	kinase Ptk7 leads to the activation of the small GTPases	tion) in mouse embryos leads to AChR clustering defects
	RhoA and Rac1 which in turn activates the Rho kinase	and to a striking overgrowth of motor axons indicating
	(ROCK) and Jun N-terminal kinase (JNK) ultimately	that this pathway could contribute to AChR clustering
	leading to the regulation of actin-associated and microtu-	and nerve/muscle target recognition [14 ], although
	bule-associated cytoskeleton reorganization [41]. Wnt3 is	whether it is mediated by MuSK/Lrp4 or Fzd/Lrp acting
	expressed by motoneurons during NMJ formation and	in cis or trans remains to be proven. Of note, in zebrafish,
	stimulates the formation of AChR microsclusters which	several PCP components are involved in Wnt-induced
	coalesce into large clusters in the presence of agrin,	MuSK/unplugged endocytosis to initiate muscle prepat-
	through a non canonical signaling pathway requiring	terning and axon guidance [21]. Whether a similar mech-
	Rac1 activation in muscle cells [16,19]. In addition, we	anism occuring during mammalian NMJ formation

(Figure

1

Legend Continued) width and include most AChR clusters. Scale bar (merged image), 50 mm. (b-e) Quantitative analysis of the endplate band width (b), the AChR clusters number (c), volume (d) and intensity (e). (f-i) Quantitative analysis of the number (f, g) and the length (h, i) of primary and secondary nerve branches. Data are mean AE SEM. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 (two-way ANOVA). Ns, not significant. N = 4-6 mouse embryos per genotype.

Current Opinion in Cell Biology

Wnt-elicited canonical and Planar Cell Polarity (PCP) signaling during NMJ formation. At the mammalian NMJs, Wnt binding to MuSK/Lrp4 or to the classical Frizzled receptors initiate canonical and non-canonical PCP signaling pathways to regulate several key aspects of NMJ formation including pre and postsynaptic differentiation/stabilization, retrograde control of motor axon outgrowth and synapse-specific gene expression.
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488 conjugate (ThermoFisher Scientific, 1/1000), anti-synaptophysin

  . First, absence of Vangl2 inhibits Wnt11-mediated MuSK internalization and AChR clustering, indicative of a critical role for Vangl2 to initiate Wnt-

	induced MuSK endocytosis required for postsynaptic differentiation. Moreover, loss of Vangl2
	highly reduces RhoA activity, a well-known downstream effector of MuSK signaling (Wu et
	al., 2010) leading to actin cytoskeleton disorganization that contribute to AChR clustering
	defects. Second, loss of Vangl2 increases the basal level of MuSK phosphorylation and
	decreases Wnt11-mediated MuSK phosphorylation. It is not clear whether Vangl2 affects agrin-
	mediated MuSK phosphorylation, calling for future work to analyze the agrin/Lrp4/MuSK
	signaling on AChR clustering in a Vangl2-deficient cell context. Our results are in agreement
	with Granato's data in zebrafish showing that Wnt4 and Wnt11r activate MuSK/Unplugged
	leading to its translocation to recycling endosomes, which is necessary to initiate a PCP-like
	signaling involved in muscle prepatterning

Table 1 . Muscle tension parameters in LoxP/+ and HSA-Vangl2 -/-mouse hemidiaphragms.

 1 

	Mean	sem	Mean	sem

Rôle fonctionnel de l'interaction Wnt/MuSK à la JNM des mammifères

  as percentage of WT. Data are mean ± SEM, *p<0.05, N=3 independent experiments, Mann-La formation de la JNM est un processus s'effectuant en plusieurs étapes nécessitant une intégration coordonnée dans le temps de signaux antérogrades et rétrogrades. Parmi ces signaux, les morphogènes Wnts se sont révélés être de nouveaux acteurs participant aux étapes précoces de la formation de la JNM. On dénombre, chez l'homme et la souris, 19 protéines Wnts[START_REF] Clevers | Wnt/β-catenin signaling and disease[END_REF]. Plusieurs d'entre elles ont des fonctions redondantes, rendant complexe l'analyse du rôle des ligands Wnt in vivo quel que soit le contexte tissulaire ou cellulaire étudié[START_REF] Wiese | Wnt signalling: conquering complexity[END_REF]. A la JNM de la souris, les protéines Wnt4, Wnt9a et Wnt11 stimulent l'agrégation des RACh dans des cellules musculaires in vitro et/ou favorisent Le fait que les embryons MuSK ∆CRD/-phénocopient les défauts observés chez les embryons MuSK∆CRD renforce l'idée d'une perte de fonction du CRD de MuSK causée par la délétion par recombinaison homologue des exons 9-11 et exclue l'hypothèse de l'équipe de S. Burden selon laquelle, les défauts de formation et de maintenance des JNM que nous observions dans notre modèle, seraient dus à un effet hypermorphe de la mutation. A ce stade, nous ne pouvons toutefois pas expliquer les différences phénotypiques observées entre ces deux études.

	Whitney U test.

Chapitre 1. la différenciation des compartiments pré-et postsynaptiques in vivo. Le rôle prosynaptogénique de ces ligands est en partie médié par leur interaction au CRD de MuSK. En 2015, Messéant et collaborateurs ont montré que le CRD de MuSK est critique, bien que non indispensable, pour les différentes étapes de l'assemblage neuromusculaire chez la souris et que la délétion de MuSK CRD (MuSK ∆CRD/∆CRD ou MuSK∆CRD) par recombinaison homologue conduisait au stade adulte à des déficits structural et fonctionnel des JNM similaires à ceux observés en clinique chez des patients souffrant de SMC. Cependant, le rôle fonctionnel de l'interaction

Wnt/MuSK à la JNM des mammifères est controversé et a été récemment remis en cause par l'équipe de S.Burden

[START_REF] Remédio | Diverging roles for Lrp4 and Wnt signaling in neuromuscular synapse development during evolution[END_REF]

. Au cours de ma thèse, à travers l'analyse morphologique d'embryons de souris transhétérozygotes MuSK ∆CRD/-au stade E18.5, j'ai démontré la validité du modèle murin MuSK∆CRD généré par Messéant et collaborateurs, confirmant ainsi l'importance du CRD de MuSK lors des étapes précoces de la mise en place de la connectivité neuromusculaire.

Remédio et ses collaborateurs ont suggéré des mécanismes évolutifs divergents au cours de la formation de la JNM entre la souris et le poisson zèbre, pour lequel le CRD de MuSK est nécessaire au prepatterning musculaire

  chez des patients souffrant respectivement de SMC ou de MG, renforce l'idée selon laquelle MuSK CRD peut affecter la signalisation en aval de MuSK chez les mammifères. D'autres études sont donc nécessaires afin de mieux caractériser la fonction du CRD de MuSK au cours du développement de la JNM. Puisque la présence d'anticorps circulant dirigés spécifiquement contre le CRD de MuSK a été détectée dans le sérum de patients Asiatiques souffrant de MG, il serait par exemple judicieux de démontrer chez la souris la pathogénicité de ces anticorps et ce, en générant un modèle murin expérimental de MG par transfert actif (immunisation des souris avec le peptide MuSK CRD) ou passif (injection chez la souris d'IgG de lapins immunisés avec le peptide MuSK CRD). Une

approche alternative à l'utilisation des modèles murins serait celle des organoïdes neuromusculaires humains (NMOs pour neuromuscular organoïds) (Faustino

[START_REF] Martins | Self-Organizing 3D Human Trunk Neuromuscular Organoids[END_REF]

. Les NMOs ont l'avantage, contrairement aux systèmes de co-culture 2D, de générer simultanément les trois compartiments de la JNM, incluant la SCP. Les NMOs ont été récemment utilisés afin de créer un modèle de MG avec anticorps anti-RACh (Faustino Martins

un nouveau partenaire de MuSK à la JNM de la souris

  Remédio et ses collaborateurs ont suggéré que la sécrétion des Wnts par le muscle n'est pas indispensable à la formation des JNM. Plusieurs hypothèses plausibles mais non exhaustives peuvent expliquer l'absence de défauts de formation de la JNM dans leur modèle d'étude. 'analyser le phénotype des JNM issus d'une souris où le gène Wls serait abolit simultanément dans les trois compartiments formant la JNM afin de déterminer si les Wnts sécrétées par le motoneurone sont capables de compenser de manière paracrine les Wnts dont la sécrétion a été abolie dans les cellules de Schwann et le muscle au cours de la formation de la JNM.Dans les deux études citées ci-dessus, l'absence de défauts de formation des JNM suite à une inhibition de la sécrétion des Wnts par les fibres musculaires est à interpréter avec précaution.Premièrement, les équipes de S. Burden et L. Mei ont respectivement utilisé les promoteurs Pax3 ou HSA pour induire l'expression de la Cre recombinase de manière tissu spécifique et ainsi inhiber la sécrétion des Wnts par le muscle. Bien que Pax3 ne soit pas un facteur de transcription spécifique du muscle strié squelettique, il joue néanmoins un rôle crucial dans le développement des muscles dérivés de la musculature hypaxiale, incluant les muscles des membres et le diaphragme[START_REF] Borycki | Pax3 functions in cell survival and in pax7 regulation[END_REF][START_REF] Epstein | Pax3 and vertebrate development[END_REF]. Les auteurs n'ont observé aucun défaut de formation des JNM en concentrant leurs analyses sur le diaphragme La découverte par Messéant et al. de la présence de Vangl2 à la fois au niveau pré-et postsynaptique de la JNM des mammifères, a soulevé la possibilité d'une implication de la voie Wnt/PCP au cours du développement de la synapse neuromusculaire(Messéant et al., 2017). Au cours de ma thèse, j'ai démontré, par l'utilisation d'un large panel d'outils de biologie cellulaire et de modèles murin transgéniques que Vangl2 est impliqué dans une signalisation Wnt/PCP médiée par MuSK essentielle à l'accumulation et la stabilisation du RACh dans la membrane postsynaptique. Seule Vangl2 musculaire participe à la formation et à la maintenance de la JNM. Plus particulièrement, Vangl2 accumulée à la membrane de l'élément postsynaptique contribue à l'agrégation des RACh aneuraux et neuraux. Par ailleurs, l'absence

	Chapitre 2. Vangl2,
	Sachant que les Wnts sont une classe importante de ligands morphogéniques sécrétés qui
	spécifient différents types cellulaires selon un gradient de concentration, nous ne pouvons donc
	pas écarter l'hypothèse selon laquelle la formation des JNM dans leurs modèles d'étude pourrait
	être assurée par un niveau résiduel suffisant de protéines Wnt.
	Pour inhiber spécifiquement la sécrétion des Wnts par le muscle, Remédio et al. ont croisé des L'ensemble de ces données met en évidence les limites de l'analyse phénotypique pour étudier
	souris Wls flox/flox avec des souris Pax3::Cre. La protéine transmembranaire Wntless (WLS), le rôle des ligands Wnt dans le développement de la synapse neuromusculaire chez la souris, et
	aussi connu entant qu'Evenness Interrupted (EVI) ou Sprinter (SRT), est une protéine à sept tout particulièrement compte tenu de la redondance fonctionnelle de ces protéines.

domaines transmembranaires conservée au cours de l'évolution, essentielle à la sécrétion de certaines Wnts chez les mammifères

[START_REF] Bänziger | Wntless, a conserved membrane protein dedicated to the secretion of Wnt proteins from signaling cells[END_REF][START_REF] Hausmann | Helping Wingless take flight: how WNT proteins are secreted[END_REF]

. La localisation de Wls reste à établir mais il semblerait que cette protéine soit majoritairement complexe, dd'embryons de souris au stade E18.5. Toutefois, dans ces deux études, il n'est pas clair si la sécrétion des Wnts par le muscle a été efficacement inhibée et ce, avant le stade E13.5, c'est à dire au moment où les premiers contacts synaptiques s'établissent. Une analyse du prepatterning musculaire serait nécessaire avant de réfuter le rôle des ligands Wnt issus du muscle au cours des étapes précoces de la formation de la JNM, la libération d'Agrine par le motoneurone suite à l'innervation pouvant en partie compenser un déficit dans la différenciation des compartiments pré-et postsynaptique. Deuxièmement, l'absence de défauts de formation des JNM chez les souris Wls flox/flox ; Pax3::Cre ou Wls flox/flox ;HSA::Cre pourrait également résulter d'une faible activité des promoteurs Pax3 et HSA. En effet, l'abolition du gène Wls dans le muscle n'est pas constitutive.

de Vangl2 dans le muscle conduit à une augmentation aberrante de la longueur des branchements neuritiques qui, bien qu'innervant les agrégats de RACh restants, poursuivent leur croissance en direction de la périphérie du muscle. Ces défauts présynaptiques peuvent être la résultante des défauts de différenciation postsynaptique bien qu'on ne puisse pas exclure un défaut de signalisation rétrograde consécutive à l'absence de Vangl2 dans le muscle et impliquée dans l'arrêt de la croissance motoneuronale une fois la cible musculaire atteinte.

  immunoprécipitation et de PLA montrent, pour la première fois, que Vangl2 et MuSK forment un complexe dans des cellules hétérologues et que ces deux protéines font partie d'une signalisation commune impliquée dans la formation et la maintenance de la JNM in vivo. Nous savons que l'interaction entre MuSK et Vangl2 se fait indépendamment du CRD de MuSK.

  et les patients souffrant de cette pathologie présentent généralement des atteintes motrices avec faiblesse musculaire plus ou moins sévère(Petronik et al., 2011 ;[START_REF] Apkon | Advances in the care of children with spina bifida[END_REF]. Nous ne pouvons donc pas écarter la possibilité que des mutations dans le gène VANGL2 affectent la fonction de la protéine Vangl2 à la JNM contribuant en partie à l'étiologie des troubles neuromusculaires observés chez ces patients.Le contact anatomique et fonctionnel qui s'établit entre la terminaison axonale d'un motoneurone et une région spécialisée de la fibre musculaire striée squelettique est appelé jonction neuromusculaire (JNM). Le développement de la synapse neuromusculaire périphérique implique une communication dynamique via divers processus de signalisation réciproques entre les motoneurones et leurs cibles musculaires. La compréhension des mécanismes qui sous-tendent la polarisation cellulaire des compartiments de la JNM sont importants pour le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques appliquées aux troubles neuromusculaires. Parmi les facteurs sécrétés qui orchestrent cette coordination trans-synaptique, les morphogènes Wnt sont apparus comme des signaux critiques pour la différenciation synaptique, cependant les mécanismes moléculaires qui sous-tendent l'action des Wnt à la JNM des mammifères restent encore largement inconnus et controversés. Mon travail de thèse a porté sur 1) la validation du rôle critique des signalisations Wnt médiées par le récepteur muscle spécifique MuSK in vivo et 2) l'étude de la voie de signalisation Wnt de polarité cellulaire planaire (PCP) dans la mise en place et la maintenance de la JNM des mammifères. De manière intéressante, notre équipe a récemment montré qu'un effecteur principal de cette voie PCP, nommé Van Gogh-like protein 2 (Vangl2) est enrichi à la JNM, à la fois dans les compartiments pré-et postsynaptique. Cette protéine est également capable de lier certains ligands Wnt sécrétés à la JNM laissant supposer l'implication d'une voie Wnt/PCP dépendante de Vangl2 dans la formation de la JNM. Par l'utilisation de différents modèles murins et d'un large panel de techniques de biologie cellulaire et de biochimie, j'ai montré que la protéine Vangl2 musculaire joue un rôle critique dans le développement et le maintien de l'intégrité de la synapse neuromusculaire en contrôlant le niveau d'activité de la signalisation MuSK. L'ensemble des résultats obtenus a permis de révéler une nouvelle signalisation Wnt PCP dans le muscle, reposant sur l'interaction Vangl2/MuSK qui façonne la connectivité neuromusculaire en régulant l'assemblage et l'intégrité postsynaptique.
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1.3. Le motoneurone alpha de la corne ventrale de la moelle épinièreLes corps cellulaires des motoneurones ou deutoneurones, véritables effecteurs du circuit neuromusculaire, siègent dans la tête de la corne antérieure de la moelle épinière. Les motoneurones sont dits médullofuges, c'est à dire qu'ils permettent le transport efférent de l'information motrice, de la moelle épinière vers la cible terminale musculaire.Schématiquement, les motoneurones s'organisent en deux noyaux : l'un antéro-latéral, préside l'innervation des muscles pariétaux et des muscles des membres ; l'autre antéro-médial, innerve les muscles paravertébraux. Les motoneurones de la corne antérieure de la moelle épinière sont de trois types : alpha, beta et gamma, mais seuls les motoneurones alpha sont préposés à l'innervation des muscles striés squelettiques. Les axones de ces motoneurones spinaux se rassemblent par la suite en faisceaux pour former les racines ventrales. A l'approche du muscle, l'extrémité axonale du motoneurone alpha se ramifie. Chacune de ses ramifications innerve au stade adulte qu'une seule fibre musculaire. En 1925, Sherrington et Liddell ont défini l'unité motrice (UM), comme étant l'ensemble des fibres musculaires striées squelettiques innervées, en même temps, par le même motoneurone alpha[START_REF] Duchateau | Human motor unit recordings: origins and insight into the integrated motor system[END_REF][START_REF] Liddell | Recruitment and some other features of reflex inhibition[END_REF]. En revanche, une fibre musculaire striée squelettique n'est innervée que par un seul motoneurone alpha. Moins il y a de fibres musculaires par UM, plus le mouvement est précis. L'intensité de la contraction musculaire est proportionnelle au nombre d'UM2 DALE Purves, Neurosciences, 4 ème édition, De Boeck Supérieur, 2011, Chapitre 17, p.434-436 

2.1.1. L'élément présynaptiqueL'extrémité de l'axone du motoneurone est dépourvue en gaine de myéline et forme le bouton terminal. Ce dernier contient de nombreuses petites vésicules synaptiques à centre clair de 50 nm de diamètres. Ces vésicules synaptiques stockent au niveau de zones spécifiques dites « zones actives », le neurotransmetteur clé de la JNM : l'acétylcholine (ACh)[START_REF] Harlow | Alignment of Synaptic Vesicle Macromolecules with the Macromolecules in Active Zone Material that Direct Vesicle Docking[END_REF]. L'ACh, support de la communication transsynaptique, est synthétisée dans le cytoplasme du bouton terminal à partir d'acétyl-COA et de choline grâce à la choline acétyltransférase (ChAT). L'arrivée d'un influx nerveux au niveau du bouton terminal conduit à la dépolarisation de la membrane présynaptique et, par voie de conséquence, à l'ouverture de canaux calcique dépendants du voltage (de type P/Q). L'influx massif de Ca 2+ qui en résulte conduit à une forte augmentation intracellulaire présynaptique de la concentration de calcium permettant la libération, par exocytose dans la fente synaptique, sous forme de quanta, des vésicules contenant l'ACh. Il est à noter que la fusion des membranes vésiculaires avec celle de la membrane présynaptique est permise grâce à la présence d'un complexe moléculaire de type SNARE (soluble N-éthylmaleimide-sensitive-factor attachment protein receptors). Afin d'assurer l'apport énergétique suffisant au cycle des petites vésicules synaptiques décrites cidessus, l'extrémité de l'axone moteur est enrichi en mitochondries. Une fois libérée, l'ACh diffuse à travers la fente synaptique et se fixe, de manière réversible, sur le versant postsynaptique de la synapse, au niveau de récepteurs transmembranaires hautement spécialisés : les récepteurs nicotiniques à l'acétylcholine (RACh).

2.1.2. LRP4 (Low-density lipoprotein receptor-related protein 4), l'un des principaux ligands extracellulaires de MuSK Une dizaine d'année suite à la découverte du rôle central de MuSK dans la formation de la JNM, un criblage génétique a permis d'identifier le gène LRP4, gène participant à l'organogenèse lors des premières étapes du développement chez la souris(Weatherbee et al., 2006). Les ARNm codant la protéine LRP4, comme ceux codant pour MuSK, sont exprimés dans la zone centrale de la fibre musculaire ou zone synaptique(Kim et al., 2008). D'un point de vue structural, LRP4 est une protéine transmembranaire de 250 KDa appartenant à la famille des récepteurs LDL (low-density lipoprotein). La région extracellulaire de LRP4 est composée de huit répétitions du domaine LDL de classe A (low-density lipoprotein receptor domain class A), de deux domaines EGF-like et de quatre domaines b-propeller (BP), séparés les uns des autres par un domaine de type EGF(Zong et al., 2012) (Figure10B). La région cytoplasmique de LRP4, dépourvue de domaine catalytique, contient un motif consensus NPXY et une extrémité C-ter. La séquence NPXY participerait à l'endocytose de LRP4 mais également au recrutement de protéines d'échafaudage permettant la création d'une plateforme moléculaire initiant diverses voies de signalisation cytoplasmiques[START_REF] Trommsdorff | Interaction of cytosolic adaptor proteins with neuronal apolipoprotein E receptors and the amyloid precursor protein[END_REF].

isoformes de Prickle (Pk1, Pk2, Pk3 et Pk4) ; et 1 isoforme de Diego (Ankrd6, Ankyrin repeat domain 6)[START_REF] Simons | Planar cell polarity signaling: from fly development to human disease[END_REF]. D'un point de vue phylogénétique, la PCP chez les vertébrés régit des phénomènes plus complexes que ceux présents chez les invertébrés comprenant, entre autres, les mouvements d'extension-convergence lors de la gastrulation, l'orientation des cellules ciliées de l'oreille interne et le guidage axonal[START_REF] Wallingford | Planar cell polarity and the developmental control of cell behavior in vertebrate embryos[END_REF].En 2003, le modèle d'étude qui a permis de comprendre les bases moléculaires de la voie de signalisation PCP chez les mammifères est la cochlée de l'oreille interne. L'étude des mécanismes régissant l'orientation directionnelle des cellules ciliés de l'organe de Corti (organe de l'audition), a permis de montrer que les procédés moléculaires utilisés par la PCP dans l'épithélium de l'aile de la drosophile sont transposables chez les mammifères[START_REF] Curtin | Mutation of Celsr1 disrupts planar polarity of inner ear hair cells and causes severe neural tube defects in the mouse[END_REF][START_REF] Ezan | Revisiting planar cell polarity in the inner ear[END_REF]. La voie PCP est donc très conservée au cours de l'évolution. Toute perturbation de la PCP chez les mammifères a des conséquences développementales conduisant à de graves pathologies telles que les ciliopathies[START_REF] Fischer | Planar cell polarity and cilia[END_REF], la polykystose rénale(Fischer et al., 2006; Fischer and Pontoglio, 2006), l'hydrocéphalie[START_REF] Tissir | Lack of cadherins Celsr2 and Celsr3 impairs ependymal ciliogenesis, leading to fatal hydrocephalus[END_REF] ou l'autisme et l'épilepsie[START_REF] Sowers | Disruption of the noncanonical Wnt gene PRICKLE2 leads to autism-like behaviors with evidence for hippocampal synaptic dysfunction[END_REF][START_REF] Tao | Mutations in prickle orthologs cause seizures in flies, mice, and humans[END_REF].Plusieurs données de la littérature ont montré que certains ligands Wnt (Wnt5a, Wnt7b, Wnt9b et Wnt11) sont capables d'activer la voie PCP chez les vertébrés suite à leur liaison au complexe formé entre les récepteurs Fz, Celsr ou Vangl et leurs corécepteurs[START_REF] Heisenberg | Silberblick/Wnt11 mediates convergent extension movements during zebrafish gastrulation[END_REF][START_REF] Karner | Wnt9b signaling regulates planar cell polarity and kidney tubule morphogenesis[END_REF][START_REF] Mcewen | Wnt signaling: Moving in a new direction[END_REF][START_REF] Tada | Xwnt11 is a target of Xenopus Brachyury: regulation of gastrulation movements via Dishevelled, but not through the canonical Wnt pathway[END_REF]. Cependant, contrairement à la voie canonique, le corécepteur utilisé n'est pas de type LRP mais NRH1 (neurotrophin receptor homolog 1), Ryk (receptor-like tyrosine kinase), PTK7 (protein tyrosine kinase 7) ou ROR2 (receptor tyrosine kinase like orphan receptor 2). Par la suite, le récepteur recrute Dvl (Figure18B). Deux principales branches peuvent alors être activées : (i) Dvl forme un complexe avec DAAM1 (Dishevelled-associated activator of morphogenesis 1). DAMM1 active la petite GTP-ase Rho qui active à son tour ROCK (Rho-associated kinase), l'un des

1.2.1. Voie PCP et mouvements d'extension/convergence L'embryon des vertébrés, au cours de son développement, subit des changements morphogénétiques qui remanient les trois feuillets germinatifs : ectoderme, mésoderme et endoderme. Ces mouvements cellulaires, qui ont lieu lors de la gastrulation et de la neurulation, sont nécessaires à la différenciation correcte de l'ensemble des structures constituant l'individu adulte. L'un des phénomènes morphogénétiques contrôlé par la voie PCP le mieux caractérisé est celui de l'extension-convergence. L'embryon de xénope (Xenopus laevis) constitue un modèle de choix pour l'étude de ce processus du fait de sa grande taille et de son développement en dehors de l'hôte maternel. Initialement, les cellules du mésoderme dorsal de la gastrula ne sont pas polarisées et étendent/rétractent de manière aléatoire des lamellipodes. Au début de l'extension-convergence, les lamellipodes de chaque cellule établissent des liens stables spécifiquement avec une cellule voisine localisée du côté médio-latéral[START_REF] Wallingford | Dishevelled controls cell polarity during Xenopus gastrulation[END_REF]. Ce lamellipode stable et polarisé exerce ensuite une traction, conduisant à un réarrangement spécifique des cellules qui s'intercalent le long de l'axe médio-latéral. Ces réarrangements conduisent au rétrécissement de l'embryon dans l'axe medio-lateral (convergence) et à l'allongement de ce dernier dans l'axe antéro-postérieur (extension)[START_REF] Keller | The function and mechanism of convergent extension during gastrulation of Xenopus laevis[END_REF][START_REF] Shih | Cell motility driving mediolateral intercalation in explants of Xenopus laevis[END_REF][START_REF] Wilson | Cell rearrangement during gastrulation of Xenopus: direct observation of cultured explants[END_REF]. Un rôle essentiel dans le comportement individuel des cellules au cours de l'extension convergence a été attribué à la voie PCP. Toute perturbation de la fonction de la PCP conduit à (i) des défauts dans la polarité et la stabilité des lamellipodes des cellules et (ii) à un échec de l'intercalation et de l'alignement médio-latéral des cellules[START_REF] Goto | The planar cell polarity gene strabismus regulates convergence and extension and neural fold closure in Xenopus[END_REF][START_REF] Heisenberg | Silberblick/Wnt11 mediates convergent extension movements during zebrafish gastrulation[END_REF][START_REF] Jessen | Zebrafish trilobite identifies new roles for Strabismus in gastrulation and neuronal movements[END_REF][START_REF] Wallingford | Dishevelled controls cell polarity during Xenopus gastrulation[END_REF]. Des études réalisées chez le xénope et le poisson zèbre ont permis d'apprécier les fonctions des acteurs de la voie PCP. Il a été montré chez le xénope et le poisson zèbre que les mouvements d'extension-convergence au cours de la gastrulation sont dépendants de Wnt11[START_REF] Heisenberg | Silberblick/Wnt11 mediates convergent extension movements during zebrafish gastrulation[END_REF][START_REF] Tada | Xwnt11 is a target of Xenopus Brachyury: regulation of gastrulation movements via Dishevelled, but not through the canonical Wnt pathway[END_REF]. De plus, plusieurs données de la littérature soulignent le rôle essentiel des homologues de Dvl (Xdsh) et Vangl dans plusieurs aspects de l'intercalation médio-latérale des cellules. En effet la perte de fonction de Xdsh et Vangl ou la surexpression de Vangl affecte la polarisation des lamellipodes et la migration

1.2.2. Voie PCP et guidage axonalDans le SNC, les principaux acteurs de la voie PCP ont été impliqués dans divers processus incluant la neurulation, la croissance et le guidage axonal(Tissir and Goffinet, 2013). Chez le poisson zèbre et la souris, Celsr2, Fzd3, Vangl2 et Pk contrôlent la migration des neurones branchio-moteurs qui innervent les muscles striés dérivés des arcs pharyngiens[START_REF] Glasco | The mouse Wnt/PCP protein Vangl2 is necessary for migration of facial branchiomotor neurons, and functions independently of Dishevelled[END_REF][START_REF] Jessen | Zebrafish trilobite identifies new roles for Strabismus in gastrulation and neuronal movements[END_REF][START_REF] Vivancos | Wnt activity guides facial branchiomotor neuron migration, and involves the PCP pathway and JNK and ROCK kinases[END_REF]. Vangl2 et Pk jouent également un rôle dans la formation et la plasticité des synapses[START_REF] Nagaoka | The Wnt/planar cell polarity pathway component Vangl2 induces synapse formation through direct control of N-cadherin[END_REF].Récemment, plusieurs études ont souligné le rôle de certains principaux acteurs de la voie PCP dans le guidage axonal des motoneurones périphériques vers leur organe cible. Dans le SNC des vertébrés, Celsr3, Fzd3 et Vangl2 régulent le guidage de multiples axones incluant les axones commissuraux lors de leur traversée de la ligne médiane de la moelle épinière, les axones monoaminergiques dans le tronc cérébral et les axones du bulbe olfactif(Fenstermaker et al., 2010; Hua et al., 2014; Lyuksyutova et al., 2003; Shafer et al., 2011; Tissir et al., 2005;[START_REF] Wang | Frizzled-3 is required for the development of major fiber tracts in the rostral CNS[END_REF] Zhou et al., 2008). Plusieurs défauts de trajectoire des axones spinaux commissuraux(Shafer et al., 2011) et des axones monoaminergiques du tronc cérébral(Fenstermaker et al., 2010) sont observés à la fois chez des mutants Fz3 et Celsr3 mais également chez des souris mutantes Vangl2 Lp/Lp (Lp, Looptail). Ces résultats semblent suggérer

Etudier le rôle de la protéine Vangl2, l'un des acteurs principaux de la voie de signalisation Wnt/PCP dans la formation et la maintenance de la JNM chez la souris.Les protéines Wnt, en se liant à leurs récepteurs sont capables d'activer trois principales voies de signalisation incluant la voie canonique dépendante de la b-caténine, la voie PCP et la voie calcique. Plusieurs données de la littérature soulignent le rôle de la voie de signalisation Wnt canonique dans la formation de la JNM chez la souris(Henriquez et al., 2008; Li et al., 2008; Messéant et al., 2017; Strochlic et al., 2012; Wu et al., 2012a). Cependant, le rôle de la voie Wnt/PCP dans la formation de la synapse neuromusculaire chez les mammifères reste encore méconnu. En 2017, Messéant et ses collaborateurs ont montré que l'un des acteurs majeurs de la voie PCP, à savoir Vangl2, est accumulé à la JNM de la souris à la fois au niveau des compartiments pré-et postsynaptiques et que les transcrits Vangl2 sont hautement exprimés dans le muscle strié squelettique au moment où les contacts nerf-muscle commencent à s'établir(Messéant et al., 2017). Les auteurs ont également analysé au stade E18,5 le phénotype des JNMs à partir de diaphragmes d'embryons Vangl2 looptail (Vangl2 Lp ), porteurs de la mutation faux-sens S464N dans le gène Vangl2, conduisant à une perte de fonction de la protéine Vangl2(Kibar et al., 2001b; Montcouquiol et al., 2006;[START_REF] Murdoch | Severe neural tube defects in the loop-tail mouse result from mutation of Lpp1, a novel gene involved in floor plate specification[END_REF]. Ces derniers présentent des défauts de différenciation post-et présynaptique caractérisés par une diminution de 34% du nombre de RAChs et une augmentation de la longueur des branchements neuritiques secondaires de 108%, lesquels, au lieu de s'arrêter au niveau des RAChs restants, poursuivent leur croissance de manière aberrante en direction de la périphérie du muscle(Messéant et al., 2017). De manière intéressante, les protéines extracellulaires Wnt4 et Wnt11, en plus de se lier au CRD de MuSK, sont également capable d'interagir avec Vangl2, suggérant qu'une voie de signalisation PCP dépendante de Wnt/MuSK/Vangl2 pourrait participer à la formation de la JNM chez les mammifères. Ces résultats sont supportés par ceux de l'équipe de M. Granato montrant que chez le poisson zèbre, Wnt4a et Wnt11r, en se fixant au CRD de MuSK/Unplugged, induisent l'endocytose de MuSK afin d'aboutir à la polarisation de la fibre musculaire, via le recrutement d'acteurs cytoplasmiques de la voie PCP, permettant l'agrégation de RAChs au centre de la fibre(Gordon et al., 2012).Basé sur ces résultats, mon principal projet de recherche a été d'étudier le rôle de la voie PCP dépendante de Vangl2 au cours de la formation et de la maintenance de la JNM chez les mammifères.
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[START_REF] Port | Wingless secretion promotes and requires retromer-dependent cycling of Wntless[END_REF]. Cependant, la nécessité de Wls pour la sécrétion de toutes les protéines Wnts n'est pas avérée[START_REF] Routledge | Mechanisms of intercellular Wnt transport[END_REF]. Par exemple, dans des cellules épithéliales de rein en culture, la sécrétion de Wnt11 n'est pas altérée lors d'une déplétion en Wls[START_REF] Yamamoto | The apical and basolateral secretion of Wnt11 and Wnt3a in polarized epithelial cells is regulated by different mechanisms[END_REF]. En effet, d'autres protéines chaperonnes telle que Opossum sont capables de transporter Wg à travers l'interface réticulum endoplasmique-Golgi[START_REF] Buechling | p24 proteins are required for secretion of Wnt ligands[END_REF][START_REF] Routledge | Mechanisms of intercellular Wnt transport[END_REF].De plus, l'équipe de Lin Mei en 2018 a montré de manière élégante que l'abolition du gène Wls en fonction du compartiment de la JNM considéré à des conséquences ou non sur la formation de la JNM(Shen et al., 2018). Pour ce faire, ils ont généré des souris mutantes ou l'expression du gène Wls a été abolit spécifiquement dans les motoneurones, les muscles striés squelettiques ou les cellules de Schwann et ont caractérisé le développement et la maintenance de la JNM en utilisant une combinaison d'approches morphologique et fonctionnelle. En accord avec l'étudede Remédio et al. (2016), les auteurs ont montré que l'abolition de l'expression du gène Wls par le muscle mais également par les cellules de Schwann n'altère pas la formation de la JNM.En revanche, l'isoforme motoneuronale de Wls semble critique pour le développement et la maintenance de la JNM. Ils ont également mis en évidence que seule la sécrétion de quelques Wnts, et plus particulièrement celle de Wnt7A et Wnt7B, nécessite la présence de Wls. L'ensemble de ces résultats semble suggérer que la diminution de la sécrétion des Wnts par le motoneurone ne peut être compensée par la sécrétion des Wnts par la fibre musculaire et/ou la cellule de Schwann terminale. Il serait par ailleurs intéressant, bien que techniquement très
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Abstract

The development and maintenance of the neuromuscular synapse requires a dynamic communication via various reciprocal signaling processes between the motor neurons and their muscle targets to establish a highly specialized synaptic contact ensuring efficient synaptic transmission. Among the limited number of secreted factors that orchestrate this trans-synaptic coordination, the Wnts diffusible cues have emerged as critical signals for synaptic differentiation, yet how Wnt signaling drives neuromuscular junction (NMJ) formation and maintenance, in particular in the regulation of acetylcholine receptor (AChR) 

Plasmids

The rat MuSK-HA and MuSKDCRD-HA cDNA plasmids have been previously described [START_REF] Cartaud | MuSK is required for anchoring acetylcholinesterase at the neuromuscular junction[END_REF]Messéant et al., 2015;Strochlic et al., 2012). The mouse GFP-Vangl2 cDNA plasmid is a gift from Nathalie Sans (Magendie Neurocenter, Bordeaux, France) and has been previously used (Messéant et al., 2017).

shRNA constructs and lentivirus generation

Short hairpin RNA (shRNA) constructs and lentiviral particles were performed by the vectorology core facility iVECTOR (ICM, Paris, France). To knockdown the expression of Vangl2, a shRNA against Vangl2 mRNA was designed. shVangl2 was directed against the Staining on whole-mount mouse embryo diaphragm and isolated adult muscle fibers was performed as previously described (Messéant et al., 2015) with minor modifications.

Embryonic diaphragm and adult tibialis anterior (TA) muscles were collected and fixed with 4% paraformaldehyde (PFA) in phosphate-buffered saline (PBS) at 4°C overnight or at room temperature for 30 min respectively. Intact muscle fibers were mechanically isolated from TA muscle with forceps. Samples were then rinsed three times with PBS and incubated with 0.1M glycine in PBS for 1hr. Muscles were permeabilized with 0.5% Triton X-100 in PBS for 1hr and blocked in the blocking buffer (4% BSA, 5% goat serum and 0.5% Triton X-100 in PBS) for 3hrs at room temperature. Diaphragms or muscle fibers were then incubated with primary antibodies against NF-68kDa and Syn in the blocking buffer at 4°C overnight. After three 1hr washes with 0.1% Triton X-100 in PBS, muscle samples were incubated with Alexa Fluor 594conjugated secondary antibodies and Alexa Fluor 488-conjugated a-BTX at 4°C overnight.

Samples were then washed three times for 1hr each with 0.5% Triton X-100 in PBS, rinsed once with PBS, and flat-mounted in Vectashied mounting medium (Vector Laboratories, catalogue no. H-1000).

Staining on primary muscle cells culture

Myotubes were fixed (4% PFA in PBS) for 15 min, permeabilized 30 min with 0.5 Triton X-100 in PBS and blocked for 1hr at room temperature in PBS supplemented with 3% BSA, 5%

goat serum and 0.5% Triton X-100 in PBS. Muscle cells were incubated with Alexa Fluor 488conjugated Phalloïdin and Alexa Fluor TRITC-conjugated a-BTX in PBS at 4°C overnight.

After several rinses in PBS, cells were flat-mounted in Vectashield mounting medium. 
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DISCUSSION GÉNÉRALE