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Résumé 
Les motoneurones spinaux occupent la place centrale du système moteur. Ils intègrent 
l’ensemble des informations provenant de système nerveux central et périphérique pour 
élaborer une commande motrice finale adaptée aux demandes de l’organisme et aux 
contraintes de l’environnement. En particulier, le seuil de recrutement et la fréquence de 
décharge des motoneurones sont des paramètres déterminants dans l’élaboration d’un signal 
approprié à l’intensité de l’effort requis. Il permet de définir l’ordre dans lequel les unités 
motrices sont recrutées au cours d’une activité physique : des unités motrices de type lent (S) 
pour le maintien de la posture, aux unités motrices de type rapide pour les efforts d’intensité 
modérée (FR) et de forte intensité (FF). Cette étude met en évidence l’existence d’un nouvel 
acteur mis en jeu dans la régulation de l’excitabilité motoneuronale. Il s’agit du canal chlorure 
activé par le calcium TMEM16F exprimé spécifiquement dans les motoneurones α au niveau 
des synapses cholinergiques appelées « bouton C ». A l’instar du rôle des boutons C, 
TMEM16F est nécessaire pour l’exécution d’un effort de forte intensité. En effet, en 
adéquation avec les enregistrements électrophysiologiques montrant une élévation du seuil 
de recrutement des motoneurones rapides TMEM16F-/-, la perte de TMEM16F induit des 
défauts moteurs à l’effort.  
La sclérose latérale amyotrophique (SLA), est une maladie neurodégénérative conduisant à 
la mort sélective des motoneurones. Parmi les processus pathologiques décrits, nous savons 
que l’excitabilité motoneuronale et l’homéostasie calcique constituent des éléments majeurs 
de la progression de la SLA. Ce sont des facteurs de vulnérabilité qui participent à la 
dégénérescence séquentielle des motoneurones FF et suivie des motoneurones FR. Étant 
donné la sensibilité de TMEM16F au calcium et son implication dans la régulation de 
l’excitabilité motoneuronale, nous avons inhibé l’expression de ce canal dans un modèle 
murin de SLA SOD1G93A et réalisé une étude longitudinale. Celle-ci met en évidence un effet 
protecteur de la délétion de TMEM16F qui est dépendant du genre.  
 
Abstract 
Spinal motoneurons have a prominent place in motor system. Motoneurons integrate all inputs 
from the central and peripheral nervous systems to construct a motor output adapted to the 
organism's demands and environmental constraints. In particular, recruitment threshold and 
firing frequency are key motoneuronal parameters in developing an appropriate signal 
regarding task-dependent demands. During muscle activity, motor units are orderly recruited 
beginning with slow-type (S) motor units for posture maintenance, followed by fast-type 
motor units for moderate intensity tasks (FR) and high intensity tasks (FF). Our study 
highlights a new factor involved in the regulation of motoneuron excitability. This refers to a 
calcium-activated chloride channel called TMEM16F, specifically expressed in α 
motoneurons at cholinergic C-bouton synapse. Likewise C-boutons, TMEM16F is required 
for the procution of high intensity effort. Indeed, in accordance with electrophysiological 
recordings showing an increase in recruitment threshold of fast TMEM16F -/- motoneurons, 
TMEM16F loss of function induces motor defects during an effort.  
Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a neurodegenerative disease leading to the selective 
death of motoneurons. Among the pathological processes already described, we know that 
motoneuronal excitability and calcium homeostasis are major features in ALS progression. 
Those are vulnerability factors which contribute to sequential degeneration starting with FF 
motoneurons and followed by FR motoneurons. Given the TMEM16F sensitivity to calcium 
and its involvement in regulating motoneuron excitability, we inhibited its expression in a 
SOD1G93A mouse model of ALS and conducted a longitudinal study. It highlights a gender-
dependent protective effect of TMEM16F loss.  
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I. LE SYSTEME MOTEUR 
 

1. Généralités 
 

La faculté de se mouvoir est une fonction indispensable à la survie de très nombreux êtres 

vivants. Le mouvement devient alors une réponse adaptée pour surmonter les contraintes 

individuelles et environnementales pesant sur un organisme. Chez les vertébrés, c’est un 

système très bien conservé qui assure la capacité du corps à se déplacer. Il s’agit du système 

neuromusculaire qui comprend l’ensemble des circuits neuronaux et des muscles qui contrôlent 

les mouvements volontaires et involontaires. Dans ce système, le motoneurone spinal occupe 

une place centrale puisque c’est la composante ultime et unique du circuit neuronal qui 

achemine les commandes motrices vers les muscles effecteurs à la périphérie. Ainsi, en 1906 

Sherrington a défini l’ensemble des motoneurones spinaux comme « la voie finale commune » 

pour l’exécution des mouvements (Sherrington 1906). Cette place dans l’organisation du circuit 

neuronal fait donc du motoneurone le centre d’intégration de toutes les informations motrices 

provenant du système nerveux central (SNC) ou de la périphérie. Ces entrées synaptiques sont 

issues des voies motrices pyramidale et extrapyramidale, des circuits d’interneurones spinaux 

ainsi que des afférences sensorielles et proprioceptives. Leur intégration et sommation 

temporelle et spatiale par le motoneurone conduit ensuite à l’élaboration de la commande de 

sortie sous forme de potentiels d’action venant alors stimuler les fibres musculaires et engendrer 

la contraction du muscle. 

 

2. Organisation du réseau moteur  

2.1. Cerveau 
 

L’organisation du système moteur est hiérarchique et peut être subdivisée en trois niveaux. Le 

premier  niveau met à contribution le cortex et les ganglions de la base et est impliqué dans la 

définition des stratégies motrices à mettre en œuvre pour atteindre son objectif final.  Le second 

niveau met en jeu le cortex moteur et le cervelet pour définir les paramètres du mouvement à 

effectuer selon les stratégies mises en place en amont. Il s’agit de spécifier de façon 

spatiotemporelle la séquence des contractions musculaires nécessaires à la réalisation des 

objectifs prédéfinis. Enfin, le troisième et dernier niveau met en jeu le tronc cérébral et la moelle 

épinière pour intégrer l’ensemble des informations générées par les niveaux précédents afin 

d’exécuter la commande finale. C’est l’activation des motoneurones et des interneurones qui 
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produisent le mouvement et réalisent les ajustements posturaux en réponse aux informations 

sensorielles et proprioceptives (Figure 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 
 

 
 

 

 

  

 

 
 

 

Figure 1 : Schéma de l’organisation des structures nerveuses mises en jeu dans le contrôle 

moteur. 

Les différents niveaux hiérarchiques du contrôle moteur sont présentés suivant un code 
couleur : en bleu, le premier niveau impliqué dans la définition des stratégies motrices, en vert 
le niveau suivant impliqué dans la planification des mouvements en fonction des stratégies 
motrices décidées, en orange le dernier niveau impliqué dans l’intégration et l’exécution de la 
commande motrice finale. En jaune sont représentés les récepteurs sensoriels qui relaient des 
informations permettant de réaliser les ajustements posturaux. 
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2.2. Moelle épinière 
 

L’information motrice codée par les centres supraspinaux est ensuite relayée aux motoneurones 

de la moelle épinière. La moelle épinière est une structure nerveuse axiale qui part du bulbe 

rachidien, se prolonge dans le canal vertébral et s’étend jusqu’au cône médullaire au niveau des 

vertèbres lombaires. Elle est composée de matière blanche à l’extérieur et de matière grise en 

son centre. La partie dorsale intègre les afférences sensorielles tandis que la partie ventrale 

contient les corps cellulaires des motoneurones ainsi que de nombreux interneurones 

modulateurs de l’activité motrice. 

Le long de l’axe antéro-postérieur, la moelle peut être divisée en plusieurs parties : cervicale, 

thoracique, lombaire, et sacrée. Il existe deux renflements au niveau des parties cervicale et 

lombaire. Les muscles ne se distribuant pas uniformément sur tout le corps, les motoneurones 

ne sont pas répartis uniformément le long de la moelle épinière. L’innervation du bras provient 

entièrement des segments C3 à T1 d’où le renflement cervical et l’innervation de la jambe 

provient entièrement des segments L1 à S3 ce qui explique l’hypertrophie de la moelle 

lombaire. Les motoneurones responsables de l’innervation de la musculature axiale sont quant 

à eux repartis à tous les niveaux médullaires. Enfin, la répartition  des motoneurones dans la 

corne ventrale est prédictible en relation avec la fonction des muscles qu’ils innervent. Les 

motoneurones les plus médians innervent les muscles axiaux alors que les motoneurones 

latéraux innervent les muscles distaux (Figure 2). De plus, les motoneurones innervant les 

muscles fléchisseurs sont dans la partie dorsale de la corne ventrale alors que les motoneurones 

innervant les muscles extenseurs se trouvent en position plus ventrale. 

 

2.3. La jonction neuromusculaire 
 

Lorsque l’axone du motoneurone arrive à proximité du muscle, il se ramifie pour former 

plusieurs branches qui établissent alors des contacts avec les fibres musculaires que l’on appelle 

jonctions neuromusculaires (JNM) ou plaque motrice. La JNM est constituée de trois éléments 

majeurs : la terminaison nerveuse du motoneurone, la membrane de la fibre musculaire qui fait 

face à cette terminaison et la cellule de Schwann terminale (Couteaux and Pecot-Dechavassine 

1973). 

La propagation du potentiel d’action motoneuronal à la terminaison axonale induit l’ouverture 

des canaux calciques voltage-dépendants et un influx de calcium. L’augmentation de la 
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Figure 2 : Organisation de la moelle épinière 
La moelle se divise en 4 régions : cervicale, thoracique, lombaire et sacrée. Les parties cervicale et 
lombaire contiennent les motoneurones innervant les nombreux muscles des bras et des jambes 
respectivement. Il en résulte des cornes ventrales plus larges ce qui produit les renflements de la moelle. 
 

concentration en calcium entraine la libération de l’acétylcholine (ACh) dans la fente synaptique 

par exocytose des vésicules synaptiques. Le contenu d’une vésicule en neurotransmetteur 
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correspond à un quantum. L’ACh ainsi libérée vient se fixer à ses récepteurs post-synaptiques 

nicotiniques pour générer une dépolarisation locale par un influx cationique : c’est le potentiel 

de plaque motrice (ppm) (Figure 3). La dépolarisation produite par le ppm dépasse 

généralement le seuil d’activation des canaux sodiques et permet le déclenchement d’un 

potentiel d’action musculaire. Cette information électrique est enfin convertie par le muscle en 

action mécanique : la contraction musculaire. 

 

 

 

 

2.4. L’unité motrice 
 

La commande motrice finale codée par le motoneurone se propage le long de l’axone pour être 

transmise aux fibres musculaires squelettiques. L’ensemble comprenant un motoneurone ainsi 

que toutes les fibres musculaires qu’il innerve constitue l’unité motrice (Liddell and Sherrington 

Figure 3 : La jonction neuromusculaire 
Lorsqu’un potentiel d’action motoneuronal se propage jusqu’au bouton terminal la dépolarisation 
induit un influx calcique en activant les canaux calciques dépendants du voltage. Cet influx permet 
l’exocytose des vésicules d’acétylcholine. Le neurotransmetteur se fixe sur ses récepteurs 
nicotiniques post-synaptiques et produit un potentiel de plaque motrice par un influx de sodium 
dans la cellule musculaire.  
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Figure 4 : Organisation de l’unité motrice. 
L’ensemble constitué d’un motoneurone α et de toutes les fibres musculaires qu’il innerve 
forme une unité motrice. 

1925). Un motoneurone peut innerver plusieurs fibres musculaires d’un même muscle, 

cependant une fibre musculaire ne peut être innervée que par un seul motoneurone (Figure 4). 

La taille de l’unité motrice varie en fonction de la précision requise pour un mouvement lié un 

muscle précis: de quelques fibres musculaires pour des mouvements fins et précis (muscle de 

la main) à des centaines de fibres pour des mouvements plus grossiers (muscle quadriceps). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

 

 

Lorsqu’un potentiel d’action est émis par le motoneurone, il se propage le long de son axone et 

induit la libération d’ACh qui active les mécanismes contractiles des fibres musculaires. Un 

« twitch » est un cycle de contraction-relaxation de l’unité motrice produit par un seul potentiel 

d’action. C’est la contraction de force minimale qui peut être produite par l’unité motrice. Bien 

qu’une contraction musculaire dure plus longtemps qu’un potentiel d’action, cette contraction 

est cependant trop courte pour générer un mouvement (Kernell 2003). Quasiment tous les 

mouvements sont produits grâce à des trains de potentiels d’action. Si la fréquence des 
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Figure 5 : Contraction musculaire en fonction de la fréquence de décharge du 
motoneurone 
Un seul potentiel d’action induit une contraction minimale. Si la fréquence de décharge du 
motoneurone augmente, on observe un phénomène de sommation où les contractions 
fusionnent pour augmenter la force développée par le muscle jusqu’au phénomène de tétanos. 

potentiels d’action est telle que l’intervalle entre deux potentiels d’action correspond à la durée 

d’une contraction minimale des fibres musculaires, il se produit une série de petites 

contractions. En revanche, si la fréquence de décharge du motoneurone augmente, on observe 

un phénomène de sommation temporelle. Lorsqu’un potentiel d’action est émis avant la fin de 

la relaxation totale de la fibre  musculaire, il induit une nouvelle contraction qui s’additionne 

ou fusionne avec à la précédente permettant ainsi une contraction plus intense. Il existe alors 

un intervalle pour lequel la force augmente avec la fréquence de décharge du motoneurone. Au-

delà d’une certaine fréquence, le processus est saturé et les fibres ne peuvent plus développer 

davantage de force et on atteint le tétanos (Figure 5).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

 

 

3. Les différents types de motoneurones 

3.1. Le motoneurone central  
 

Les motoneurones centraux se concentrent dans le cortex et sont responsables de la prévision 

et l’initiation des mouvements, des ajustements posturaux et du tonus musculaire. Les axones 

des motoneurones supraspinaux utilisent deux grandes voies pour atteindre la moelle épinière. 

Il s’agit des voies pyramidale et extra-pyramidale. La voie pyramidale correspond à la voie de 

la motricité volontaire et se divise en deux faisceaux : le faisceau cortico-spinal dont les axones 
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projettent dans la corne ventrale de la moelle épinière et le faisceau cortico-bulbaire dont les 

axones projettent dans le tronc cérébral pour innerver les nerfs moteurs crâniens. La voie extra-

pyramidale est quant à elle responsable de la motricité involontaire et contribue au maintien de 

la posture et de l’équilibre du corps de façon réflexe. Cette voie est indirecte car elle est 

polysynaptique. Elle regroupe les faisceaux rubro-spinal, tecto-spinal, vestibulo-spinal et 

réticulo-spinal. Ces neurones dits primaires viennent ensuite établir des connexions avec les 

neurones secondaires (Figure 6). 

 

3.2. Le motoneurone périphérique 
 

Les motoneurones périphériques désignent l’ensemble des neurones du tronc cérébral et de la 

moelle épinière qui contactent directement les muscles pour relayer les commandes motrices. 

 

3.2.1. Les sous-populations de motoneurones spinaux 

3.2.1.1. Classification 
 

Les motoneurones forment une population très hétérogène qui peut être divisée en plusieurs 

sous-catégories en fonction du type de fibre musculaire qu’ils innervent, leur morphologie, leurs 

propriétés électriques, leur localisation dans le circuit neuronal moteur. Une première 

classification des motoneurones permet d’identifier trois catégories : les motoneurones alpha 

(α), les motoneurones gamma (γ) et les motoneurones bêta (β). 

 

Les motoneurones α 

Les motoneurones α innervent les fibres musculaires squelettiques extrafusales et permettent 

leur contraction. Depuis les travaux de Ranvier, (Ranvier 1874) nous savons que les muscles 

«rouges» (caractérisés par la présence de nombreuses mitochondries et enzymes responsables 

du métabolisme énergétique oxydatif) se contractent plus lentement que les muscles « blancs » 

(contenant peu de mitochondries et impliqués dans le métabolisme anaérobie, glycolytique). 

Des analyses histopathologies de muscles ont permis de mettre en évidence la présence d’une 

mosaïque de fibres musculaires différentes. En fonction du métabolisme énergétique de ces 

fibres (Brooke and Kaiser 1970) et du type de myosine qu’elles expriment (Schiaffino et al. 

1988), nous distinguons les fibres musculaires de types I, IIa, et IIb/x Parallèlement, les 

expériences de Burke et al. (Burke et al. 1973; Burke, Levine, and Zajac 1971; Burke and 

Tsairis 1973) ont mis en évidence l’existence de trois types d’unité motrice en fonction de la  
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Figure 6 : Organisation des voies motrices descendantes 
Les neurones de la voie pyramidale partent du cortex moteur et projettent vers les motoneurones 
crâniens pour la voie cortico-bulbaire et vers les motoneurones spinaux pour la voie cortico-
spinale. Les neurones de la voie extrapyramidale partent de différentes structures du tronc 
cérébral pour contacter les motoneurones spinaux. 
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vitesse de contraction de leurs fibres musculaires et de leur capacité à soutenir une contraction 

prolongée. Ils distinguent les unités motrices de type S lentes, les unités motrices de type FR 

rapides résistantes à la fatigue et les unités motrices de type FF rapides fatigables. De plus, 

Burke et al démontrent que toutes les fibres musculaires d’une même unité motrice possèdent 

des caractéristiques histochimiques identiques. Les unités motrices de type S sont composées 

de fibres musculaires de type I, les unités motrices de type FR sont composées de fibres 

musculaires de type IIa et les unités motrices de types FF sont composées de fibres musculaires 

de types IIb/x. Les unités motrices de type S contiennent peu de fibres musculaires, le soma du 

motoneurone et le diamètre de leur axone sont de petite taille, la vitesse de conduction est faible 

et donc la force développée est également faible. À l’inverse, les unités motrices de type FF 

contiennent un grand nombre de fibres musculaires, le soma du motoneurone et le diamètre de 

leur axone sont de grande taille, la vitesse de conduction est rapide et la force développée est 

élevée (Figure 7).  

 

Figure 7 : Présentation des unités motrices et de leurs propriétés contractiles 
Les fibres musculaires de types IIb et le motoneurone α qui les innerve forment l’unité motrice 
de type FF rapide fatigable. Un PA unique permet à la fibre IIb de développer rapidement 
beaucoup de force. Des stimulations répétées à haute fréquence induisent une fatigue des fibres 
qui se traduit par une diminution rapide de l’amplitude des contractions. L’unité motrice de 
type FR composée d’un motoneurones α et des fibres IIa qu’il innerve permet de développer 
une force peu élevée mais constante en réponse à des trains de PA. Ces unités motrices sont 
résistance à la fatigue. L’unité motrice de type S composée d’un motoneurones α et des fibres 
I qu’il innerve permet de développer peu de force mais de façon constante en réponse à un train 
de PA et sur une très longue durée. 
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Quant aux unités motrices de type FR, elles ont des caractéristiques intermédiaires entre les 

types S et FF. Comme il est fondamental qu’au cours d’un mouvement, la force développée par 

les muscles recrutés soit adaptée au mouvement en question, les propriétés de chaque unité 

motrice sont adaptées à la fonction du muscle concerné. Les unités motrices de types S et FR 

sont impliquées dans le maintien de la posture qui requiert un tonus musculaire constant en 

permanence tandis que les unités motrices de type FF sont nécessaires pour des mouvements 

mobilisant beaucoup de force et de façon transitoire. Les motoneurones de chaque type d’unité 

motrice ont également des profils de décharge différents. Les motoneurones issus des unités 

motrices de type FF déchargent avec une fréquence élevée et de façon phasique, ceux des unités 

motrices FR et S déchargent avec une fréquence plus faible et de façon plus tonique. 

L’organisation précise qui vient d’être décrite entre un motoneurone aux propriétés données et 

les fibres musculaires particulières qu’il innerve soulève la question suivante : qui de la fibre 

musculaire ou du motoneurone prédéfinit l’identité de son partenaire ? En 1974, Eccles (Eccles 

1974) aborde cette question grâce à des expériences d’innervation croisée. Il remplace 

l’innervation d’un muscle rapide par l’innervation d’un muscle lent et observe le changement 

des caractéristiques contractiles et biochimiques des fibres ré-innervées. En effet, les fibres à 

contraction rapide deviennent à contraction lente et expriment désormais l’isoforme de type I 

de la myosine. Il a également été montré qu’en stimulant artificiellement un muscle lent dénervé 

avec des stimuli brefs de 100Hz, il est possible de modifier le phénotype des fibres lentes en 

phénotype rapide (Lomo, Westgaard, and Dahl 1974). L’ensemble de ces données suggère que 

les fibres musculaires peuvent modifier leur phénotype en fonction des informations qu’elles 

reçoivent. 

  

Les motoneurones γ 

Kölliker et Kühne ont mis en évidence l’existence des fuseaux neuromusculaires chez la 

grenouille et les mammifères respectivement (Kölliker 1862; Kühne 1863). Il s’agit de fibres 

musculaires dites intrafusales incluses dans une capsule et innervées par les motoneurones γ et 

des fibres sensitives Ia. Ces motoneurones participent aux mécanismes de proprioception. En 

effet, lorsque les motoneurones α stimulent les fibres extrafusales, celles-ci se contractent et 

engendrent le raccourcissement du muscle. Si les fuseaux neuromusculaires se relâchent, les 

fibres Ia  restent silencieuses et plus aucune information proprioceptive relative à la longueur 

du muscle n’est relayée. Pour éviter cela, il y a une co-activation des motoneurones α et γ. Ainsi, 

l’activation des motoneurones γ pendant la contraction musculaire permet de tendre les fuseaux 

neuromusculaires ce qui a pour conséquence de garder les fibres Ia actives (Figure 8). 
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Figure 8: Fonctionnement des motoneurones γ 
La décharge des motoneurones α permet la contraction du muscle. Le muscle se raccourcit, le 
fuseau neuromusculaire se détend et ne permet plus de relayer les informations proprioceptives 
via les fibres Ia. La décharge du motoneurone γ permet la contraction des fibres intrafusales qui 
retendent le fuseau neuromusculaire pour préserver le fonctionnement des fibres Ia. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les motoneurones β 

Les motoneurones β innervent les fibres intrafusales et émettent des collatérales vers les fibres 

extrafusales. On retrouve les motoneurones β statiques qui innervent les fibres intrafusales et 

les fibres extrafusales IIa et IIb, et les motoneruones β dynamiques qui innervent les fibres 

intrafusales et les fibres extrafusales I. 

 

3.2.1.2. Marqueurs moléculaires 
 

L’identité motoneuronale est la résultante de l’expression spécifique et hiérarchique de gènes 

assignant des caractéristiques précises à une sous-population provenant d’un plus grand 

ensemble de neurones. Au cours du développement, c’est la combinaison de l’expression de 

facteurs de transcription « wingless/iIntegrated » (Wnt), « bone morphogenetic protein » (BMP) 

et « sonic hedgehog » (Shh) sous forme de gradients ainsi que les interactions cross-répressives 

des paires de protéines de classe I et II qui est à l’origine des progéniteurs de motoneurones 

(Stifani 2014). Comme cela vient d’être décrit, les motoneurones spinaux forment cependant 

une population hétérogène, ils sont tous localisés dans la même région et servent tous des 

fonctions étroitement liées. Afin de pouvoir étudier chaque sous-population indépendamment, 

il est nécessaire de pouvoir les reconnaître notamment grâce à des marqueurs moléculaires. 

Nous distinguons tout d’abord les motoneurones α et γ. Ces deux types de motoneurones 

différent sur le plan morphologique à savoir sur la taille de leur soma mais ils diffèrent aussi 
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sur le plan de leur connectivité avec le réseau neuronal spinal. Les motoneurones γ qui 

représentant environ un tiers des motoneurones ont un soma de petite taille et ne reçoivent 

aucune afférence proprioceptive directe tandis que les motoneurones α ont majoritairement des 

corps cellulaires de grande taille et sont innervés par les fibres sensitives Ia. Par la suite les 

études de Friese (Friese et al. 2009) et Enjin (Enjin et al. 2012) mettent en avant l’existence de 

marqueurs moléculaires pour distinguer les motoneurones α et γ. Il s’agit des facteurs de 

transcription « estrogen related receptor 3 » ERR3 (aussi connu sous le nom  « estrogen related 

receptor gamma » ERRγ) et « neuronal nuclei » NeuN et du recepteur à la sérotonine « 5-

hydroxytryptamine receptor 1d » 5HT1d. Les motoneurones α expriment NeuN, n’expriment 

pas 5HT1d et n’expriment ERR3 qu’en quantité négligeable voire nulle tandis que les 

motoneurones γ n’expriment pas NeuN mais expriment ERR3 et 5HT1d.  

De plus, des études ont mis en évidence de marqueurs moléculaires spécifiques de ses sous-

populations de motoneurones lents (type S) et rapides (type FF et FR). En effet, les gènes codant 

pour les protéines « neuronal matrix metalloproteinase-9 » MMP9, « calcitonin/calcitonin-

related polypeptide, alpha » CALCA et « chondrolectin » CHODL sont exprimés dans les 

motoneurones de type rapide alors que le gène codant pour la protéine « estrogen related 

receptor beta » ERRβ est exprimé dans la population de type lent (Enjin et al. 2010; Kaplan et 

al. 2014). 

 

4. Excitabilité des motoneurones 

4.1. Excitabilité intrinsèque des motoneurones 

4.1.1. Morphologie et propriétés passives de la membrane 
 

L’étude de la morphologie des motoneurones révèle une nouvelle fois l’hétérogénéité de cette 

population neuronale. L’aire du soma des motoneurones peut varier du simple au triple (Burke 

1982; Powers and Binder 2001). De plus, plus les motoneurones ont un soma de grande taille, 

plus leur arborisation dendritique est développée (Cullheim et al. 1987; Cullheim and Kellerth 

1978). Parmi les paramètres impliqués dans l’excitabilité des motoneurones, on retrouve la 

résistance d’entrée (l’inverse de la conductance) et la capacité membranaires dépendantes de la 

morphologie (Gustafsson and Pinter 1984). La résistance d’entrée est déterminée par la 

morphologie du motoneurone ainsi que par la quantité de canaux ioniques responsables des 

conductances passives insérés dans la membrane plasmique par unité de surface à l’origine de 

la résistivité membranaire spécifique (Coombs, Eccles, and Fatt 1955; Rall 1969). Ces canaux, 

appelés canaux de fuite, sont ouverts de façon passive et constitutive et sont nécessaires à 
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l’établissement du potentiel de repos (Coombs, Eccles, and Fatt 1955; McLarnon 1995). Notons 

que la résistivité membranaire spécifique varie en fonction du sous-type motoneuronal. Elle est 

importance dans les motoneurones de type S, intermédiaire dans les motoneurones de type FR 

et faible dans les motoneurones de type FF (Burke 1982; Gustafsson and Pinter 1984; Powers 

and Binder 2001). Par conséquent, les motoneurones de type S de petite taille et de grande 

résistivité membranaire ont une résistance d’entrée élevée alors que les motoneurones de type 

FF de grande taille et de faible résistivité membranaire spécifique ont une résistance d’entrée 

minimale. Quant aux motoneurones FR, ils ont des propriétés intermédiaires entre cellles des 

motoneurones de type S et FF.  

La résistance d’entrée est directement liée au seuil de recrutement du motoneurone qu’on 

appelle la rhéobase, c’est-à-dire le courant minimal nécessaire pour déclencher un potentiel 

d’action (Gustafsson and Pinter 1984). Le changement de potentiel membranaire induit par 

l’injection d’un courant donné est proportionnel à la résistance d’entrée. Ainsi, les 

motoneurones de petite taille et de résistance d’entrée élevée ont une rhéobase faible. Ce sont 

les plus sensibles aux courants synaptiques donc les plus excitables. Ceci est en accord avec les 

travaux d’Henneman qui publie un article en 1965 dans lequel il tente de comprendre 

l’importance des variations de morphologie en terme de taille des motoneurones (Henneman, 

Somjen, and Carpenter 1965). Il énonce « le principe de taille » et démontre que l’excitabilité 

des motoneurones est inversement corrélée à leur taille. Pour un courant dépolarisant donné, ce 

sont les motoneurones de plus petite taille qui voient les plus grandes variations de leur potentiel 

membranaire. Cette propriété a des conséquences fonctionnelles qui permet de mieux 

comprendre le recrutement hiérarchique des unités motrices. Il existe en effet une relation entre 

les propriétés électriques des motoneurones et les propriétés contractiles des fibres musculaires 

qu’ils innervent montrant que la force musculaire peut augmenter de façon graduelle avec le 

recrutement hiérarchique des différentes unités motrices. Chaque sous-type de motoneurone a 

des propriétés électriques fonctionnellement adaptées à sa cible musculaire. Ainsi les 

motoneurones de plus petite taille, de grande résistance d’entrée, ayant une valeur de rhéobase 

faible sont les motoneurones de type S qui innervent les fibres à contraction lente, résistantes à 

la fatigue générant peu de force et qui sont nécessaires au maintien de la posture. Les 

motoneurones de phénotype intermédiaire sont les motoneurones de type FR qui innervent les 

fibres à contraction rapide résistantes à la fatigue. Enfin les motoneurones les plus grands, de 

faible résistance d’entrée et présentant une rhéobase élevée sont de type FF. Seuls des hauts 

niveaux de courant injectés en conditions expérimentales ou via les activités synaptiques sont 
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capables de générer des potentiels d’action. Ces motoneurones sont recrutés à des seuils 

appropriés pour la production de contractions musculaires puissantes.  

 

4.1.2. Conductances actives 
 

Au cours d’un potentiel d’action 

Les propriétés et la distribution des conductances actives dans le motoneurone sont 

majoritairement basées sur des analyses en patch-clamp faites au niveau du soma. En effet, 

l’arborisation dendritique des motoneurones étant très importante, les enregistrements 

électrophysiologiques des dendrites sont fastidieux et les analyses se sont concentrées sur les 

enregistrements somatiques. Dans les années 1960, les premières analyses sur l’activité 

électrique des motoneurones se sont focalisées sur la caractérisation des conductances 

responsables de la production d’un potentiel d’action (Araki and Terzuolo 1962; Nelson and 

Frank 1964). Ces études mettent en évidences deux conductances majeures. Il s’agit d’une 

conductance sodique entrante à inactivation rapide responsable de la phase de dépolarisation 

du potentiel d’action et d’une conductance potassique sortante à inactivation plus lente 

responsable de la phase de repolarisation d’un potentiel d’action. Par la suite, il a été montré 

que la conductance sodique était sensible à la tétrodotoxine, TTX et la conductance potassique 

a été qualifiée de conductance de la rectification retardée (Barrett, Barrett, and Crill 1980; 

Barrett and Crill 1980).  Dans les motoneurones, ce sont les isoformes Nav1.1 et Nav1.6 et les 

canaux Kv7.2, Kv1.1, Kv1.2 qui génèrent respectivement ces courants sodiques et potassiques 

(Duflocq et al. 2011; Duflocq et al. 2008). 

 

 Au cours de la AHP 

Après la phase de repolarisation rapide du potentiel d’action, il y a une phase 

d’hyperpolarisation lente que l’on nomme « afterhyperpolarisation » ou AHP qui est médiée 

par l’activation de courants potassiques activés par le calcium (Coombs, Curtis, and Eccles 

1957). 

L’AHP peut se décomposer en « fast », « medium » et « slow » AHP notées fAHP, mAHP et 

sAHP. La fAHP serait médiée par les canaux potassiques activés par le voltage (Viana, Bayliss, 

and Berger 1993). Il a été démontré que la mAHP repose sur l’activation des canaux SK (SK2 

et SK3) générant des courants potassiques activés par le calcium. En présence d’apamine ou 

d’ions bivalents bloquant les courants calciques ou en absence de calcium dans milieu 

extracellulaire, la mAHP est bloquée. De plus, l’ajout de chélateurs de calcium intracellulaire 
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permet également de bloquer la mAHP  (Deardorff et al. 2013; Hounsgaard and Mintz 1988; 

Krnjevic et al. 1978; Krnjevic, Puil, and Werman 1978; Mosfeldt Laursen and Rekling 1989; 

Schwindt and Crill 1981; Viana, Bayliss, and Berger 1993; Zhang and Krnjevic 1986, 1988). 

À ce jour, bien que les sources de calcium nécessaires à l’activation des canaux SK ne soient 

pas clairement identifiées, il semble cependant primordial que cette source doive générer un 

flux de calcium à proximité des canaux SK (Fakler and Adelman 2008; Sah 1992; Sah 1996). 

La durée de la mAHP permet de fixer la fréquence de décharge des motoneurones. En modifiant 

la durée de la mAHP, le motoneurone contrôle alors le gain de la relation courant-fréquence (I-

f). Plus l’amplitude et la durée de la mAHP sont faibles, plus la fréquence de décharge des 

motoneurones est élevée. D’un point de vue fonctionnel, les motoneurones de type S ayant une 

faible fréquence de décharge ont une amplitude et une durée de mAHP plus importante que les 

motoneurones de type F (Kernell 1983; Zengel et al. 1985). Ces différences d’amplitude et de 

durée de la AHP seraient dues à l’expression différentielle des canaux SK2 et SK3 dans les 

sous-types de motoneurones. En effet, si SK2 est exprimé dans tous les motoneurones, seule la 

sous-population de motoneurones de petite taille de type S exprime SK2 et SK3. L’expression 

supplémentaire du canal SK3 dans les motoneurones S semble ainsi contribuer à 

l’accroissement de l’amplitude et la durée de la mAHP comparés aux motoneurones F 

(Deardorff et al. 2013).  

La mAHP est un élément central du fonctionnement physiologique du motoneurone qui est sous 

contrôle de neuromodulateurs tels que la noradrénaline et la sérotonine (Lee and Heckman 

1999; Perrier et al. 2013) mais principalement sous contrôle de l’acétycholine via les synapses  

boutons-C où se concentrent les canaux SK (Miles et al. 2007). 

 

Les courants persistants entrants 

Les motoneurones ont longtemps été considérés comme des intégrateurs passifs des signaux 

synaptiques qu’ils reçoivent pour établir la commande motrice. Nous savons aujourd’hui que 

cette notion est inexacte puisque les motoneurones sont des intégrateurs actifs. Non seulement 

ils reçoivent des entrées synaptiques mais ils ont également la propriété de pouvoir amplifier 

ou diminuer ces signaux en fonction des tâches à accomplir (Heckman et al. 2009). Le courant 

persistant entrant fait partie des propriétés intrinsèques du motoneurones qui sous-tend une 

partie de l’intégration active des entrées synaptiques. Il s’active à un potentiel inférieur au seuil 

des potentiels d’action et permet d’amplifier les entrées synaptiques pour la production d’une 

commande motrice fonctionnelle et adaptée (Figure 9).  
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Figure 9 : Effet du courant persistant entrant sur une entrée synaptique excitatrice 
Lorsqu’un motoneurone reçoit une entrée synaptique excitatrice suffisante pour le courant 
persistant entrant, cette stimulation synaptique est amplifiée et dépolarise fortement la 
membrane plasmique. Même après la fin de la stimulation synaptique, le motoneurone reste 
dans un état dépolarisé. 
(Figure adaptée de l’article (Heckman et al. 2009)) 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Il existe deux types de courant persistant entrant : le courant persistant entrant calcique et le 

courant persistant entrant sodique. Historiquement, c’est le courant persistant entrant calcique 

qui a été initialement découvert. En 1980, Schwindt et Crill sont les premiers à caractériser ce 

courant grâce à des travaux chez le chat anesthésié (Schwindt and Crill 1980c; Schwindt and 

Crill 1980a, 1980b).  

Cependant, les barbituriques utilisés pour anesthésier les chats ayant la propriété de réduire le 

courant persistant entrant en inhibant les voies neuromodulatrices, ce sont les travaux sur 

animaux décérébrés qui ont permis de caractériser ces courants de façon plus précise (Bennett 

et al. 1998; Conway et al. 1988; Crone et al. 1988; Hounsgaard et al. 1988). Le courant 

persistant entrant est un courant dépolarisant à inactivation lente, d’où le caractère persistant, 

qui potentialise les activités synaptiques pour accroître l’excitation des motoneurones. Dans les 

motoneurones spinaux, il a été montré que les canaux calciques Cav 1.3 de type L sont le 

substrat moléculaire majoritaire du courant persistant entrant calcique (Hounsgaard and Kiehn 

1989). Lors d’une augmentation linéaire de courant, le voltage du motoneurone atteint le seuil 

d’activation des canaux Cav1.3 (environ -50mV),  le courant persistant entrant s’active pour 

générer une dépolarisation importante soutenue et s’inactive qu’à des niveaux de voltage plus 

faibles que ceux requis pour l’activer. Les canaux Cav1.3 ont la propriété de pouvoir se ré-

ouvrir au cours de la repolarisation suivant une forte dépolarisation (Hivert et al. 1999).  

Le courant persistant entrant sodique s’active rapidement étant donné qu’il est certainement 

médié par une partie des canaux sodiques responsables de la dépolarisation du potentiel d’action 
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et il s’inactive plus vite que le courant persistant entrant calcique (Li and Bennett 2003). Le 

courant persistant entrant sodique persiste tant que le potentiel membranaire dépasse le potentiel 

seuil d’activation des canaux sodiques.  

La cinétique de ces courants sodiques et calciques étant différente, ils facilitent des entrées 

synaptiques de fréquence différente. Le courant persistant entrant calcique à cinétique lente 

potentialise les entrées synaptiques basses fréquences alors que le courant persistant entrant 

sodique amplifie les entrées synaptiques hautes fréquences (Manuel et al. 2007). D’un point de 

vue fonctionnel, les courants persistants entrants amplifient les entrées synaptiques 

neuromodulatrices sérotoninergiques, noradrénergiques et cholinergiques. De fait, un niveau 

modéré de signaux synaptiques est suffisant pour soutenir une activité motrice normale. 

 

En conclusion du paragraphe 4.1, la combinaison des propriétés intrinsèques d’un motoneurone 

permet de définir le seuil d’excitabilité, c’est-à-dire la rhéobase, et le gain I-f, c’est-à-dire la 

capacité du motoneurone à augmenter sa fréquence de décharge face à une augmentation du 

courant entrant (Figure 10).  
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4.2. Excitabilité extrinsèque des motoneurones et neuromodulation  

4.2.1. Connectivité du motoneurone 
 

Le soma des motoneurones est le lieu de convergence des différents courants dendritiques. Il 

joue le rôle d’intégrateur final en sommant ces courants. Cela induit un changement du potentiel 

membranaire somatique et détermine la probabilité de produire un potentiel d’action au niveau 

du segment initial. Environ la moitié de la surface totale d’un motoneurone est recouverte de 

boutons synaptiques (Conradi, Kellerth, and Berthold 1979; Kellerth, Berthold, and Conradi 

1979). Étant donné qu’ils représentent jusqu’à 95% de la surface du motoneurone, la majorité 

de ces contacts synaptiques se font au niveau des dendrites, les contacts synaptiques restants se 

font au niveau du soma (Cullheim et al. 1987). L’origine de ces entrées synaptiques a un intérêt 

majeur puisque ce sont elles qui relayent l’information fonctionnelle pour la commande motrice 

finale. Le motoneurone intègre ces entrées synaptiques puis code le signal de sortie. Nous 

discuterons ici de l’organisation du réseau synaptique du motoneurone et de son influence sur 

son excitabilité.  

 

4.2.1.1. Le CPG 
 

L’activité motrice répétitive et stéréotypée fait appel à des horloges qui coordonnent les 

différentes composantes du mouvement. L’activité rythmique motrice la plus étudiée est la 

locomotion. Celle-ci est une répétition de cycles caractérisés par la durée de la phase d’appui 

et d’extension de chaque membre (Figure 11). Au cours de la locomotion, les membres doivent 

pouvoir supporter le poids du corps pendant qu’il est en mouvement et produire une force 

suffisante pour la progression de ce mouvement. Cela est rendu possible grâce à une 

coordination bilatérale très fine entre les muscles fléchisseurs et extenseurs au cours de chaque 

cycle locomoteur (Grillner 1975). 

Figure 10: Gain I-f d’un motoneurone 
La fréquence de décharge du motoneurone varie en fonction de l’intensité du courant injecté 
dans le motoneurone. A de faibles niveaux de courant injecté, le potentiel membranaire n’est 
pas assez dépolarisé pour déclencher un potentiel d’action (i0-f0). Pour un niveau de courant 
plus élevé égal à i1, on atteint la valeur seuil de déclenchement d’un potentiel d’action (f1). 
C’est la rhéobase. Ensuite, la fréquence de décharge augmente linéairement avec l’intensité du 
courant (i2-f2, i3-f3).  
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L’activité rythmique a la particularité d’être présente même en absence d’information 

supraspinale et périphérique. Ce sont les travaux de Brown au début du siècle dernier qui 

mettent en évidence cette activité rythmique chez le chat (Brown 1911). Le patron de 

locomotion des membres postérieurs d’un chat décérébré et dont les racines dorsales ont été 

retirées est quasiment normal. C’est-à-dire que l’activation des muscles fléchisseurs et 

extenseurs de chaque patte est coordonnée. Par la suite, les études sur la lamproie ont contribué 

à élargir nos connaissances concernant l’architecture des réseaux spinaux responsables de la 

locomotion (Buchanan and Grillner 1987). L’organisation des réseaux spinaux responsables de 

cette activité locomotrice correspond aux générateurs centraux de rythme appelés « central 

pattern generator » ou CPGs. Ces circuits sont distribués de façon bilatérale dans la moelle 

épinière. On trouverait différents CPGs dans la moelle épinière et le tronc cérébral, œuvrant 

pour des tâches diverses comme la locomotion (marcher, nager, voler, ramper) la mastication, 

la respiration. 

 
Une approche possible pour identifier si un neurone fait partie du réseau CPG est d’altérer son 

activité pour analyser le comportement moteur et déceler la présence ou non d’anomalies. Grâce 

à l’émergence d’outils génétiques, les différentes sous-populations d’interneurones 

apparteneant au CPG ont été mises en évidence (Goulding and Pfaff 2005; Kiehn and Kullander 

2004). Il s’agit des interneurones ventraux V0, V1, V2 et V3 caractérisés suivant un profil 

d’expression de facteurs de transcription précis (Catela, Shin, and Dasen 2015) (Figure 12). 

Chaque classe d’interneurones peut être étudiée en fonction des neurotransmetteurs qu’elle 

Figure 11 : Allure des cycles locomoteurs chez la souris 
Le temps d’appui au sol de chaque membre est représenté par une bande bleue pour la patte 
arrière gauche (ArG), rose pour la patte avant gauche (AvG), rouge pour la patte arrière droite 
(ArD) et verte pour la patte avant droite (AvD). 
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Figure 12 : Sous-populations d’interneurones formant le CPG et leurs marqueurs 

moléculaires 
Le CPG est formé par les interneurones ventraux V0, V1, V1, V3 innervant les motoneurones 
(MN). Chaque classe d’interneurone se subdivise en plusieurs sous classes identifiables grâce 
à la combinaison de facteur de transcription qu’elles expriment. 
 

libère, de ces propriétés physiologiques et de sa connectivité. Les interneurones V0 dérivent 

tous de progéniteurs exprimant le facteur de transcription Dbx1 et se divisent en interneurones  

inhibiteurs V0D et excitateurs V0V. Une partie des V0V  expriment le facteur de transcription 

Pitx2 et se subdivise en V0G et V0C. Les interneurones V0C forment une synapse 

morphologiquement particulière sur les motoneurones appelée bouton-C (Lanuza et al. 2004; 

Zagoraiou et al. 2009). 

La population V1 compte les interneurones exprimant le facteur de transcription En1. Deux 

sous-populations sont actuellement caractérisées: l’une constituée des cellules de Renshaw 

GABAergiques et l’autre formée par les interneurones glycinergiques Ia. Les cellules de 

Renshaw ont été décrites bien avant le réseau CPG (Eccles, Fatt, and Koketsu 1954) (Renshaw 

1941). Ce sont des interneurones inhibiteurs ipsilatéraux innervés par les collatérales des 

motoneurones α. Ces interneurones innervent à leur tour ce même motoneurone α. Elles 

assurent ainsi un rétrocontrôle négatif pour limiter la fréquence de décharge du motoneurone. 

Cependant, à ce jour, il n’existe pas encore de consensus concernant l’inclusion de ces cellules 

dans le réseau CPG.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Notons que les cellules de Renshaw innervent l’autre population d’interneurones V1 : les 

interneurones Ia relayant des afférences proprioceptives provenant du fuseau neuromusculaire. 

Ces interneurones Ia contactent les motoneurones innervant les muscles antagonistes à ceux 
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dont ils reçoivent d’information proprioceptive. La contraction d’un muscle donné stimule les 

fibres Ia qui elles-mêmes stimulent l’interneurone Ia qui en retour inhibe le motoneurone 

innervant le muscle antagoniste. De par leur connectivité, les cellules de Renshaw sont 

responsables de l’inhibition récurrente et les interneurones Ia sont responsables de l’inhibition 

réciproque. Ces mécanismes sont indispensables et permettent d’accompagner la contraction 

d’un groupe de muscles par la relaxation du groupe de muscles antagonistes (Alvarez and Fyffe 

2007; Jankowska and Lindström 1972; Jankowska and Roberts 1972).  

Les interneurones V2 expriment le facteur de transcription Lhx-3 (Sharma et al. 1998) et se 

scindent en interneurones V2a Chx10+ excitateurs, V2b Gata3+ inhibiteurs, V2c Sox1+   (Panayi 

et al. 2010; Crone et al. 2009).  

Enfin, les interneurones V3 sont des neurones glutamatergiques qui se caractérisent par 

l’expression du facteur de transcription Sim1 (Goulding et al. 2002). En fonction de leur 

distribution spatiale, leur morphologie et leurs propriétés électrophysiologiques, on distingue 

la sous-population V3V ventrale pouvant générer des bouffées de potentiels d’action avec une 

fréquence de décharge assez élevée et la sous-population V3D dorsale déchargeant à plus basse 

fréquence (Borowska et al. 2013). Bien qu’il ait été prouvé que le CPG puisse générer une 

activité rythmique intrinsèque en absence de toute commande venant des centres supérieurs ou 

des afférences proprioceptives, ce générateur à lui seul n’est pas suffisant pour produire un 

rythme approprié et efficace pour chaque circonstance de l’environnement dans lequel évolue 

l’animal concerné. La diversité des situations auxquelles le corps est confronté requiert que le 

CPG communique avec le cerveau et la périphérie pour adapter son rythme à la situation 

donnée. Le CPG et les signaux proprioceptifs peuvent produire une activité rythmique en accord 

avec l’environnement et les signaux des aires supraspinales ont un rôle primordial dans 

l’émission d’un signal favorable au mouvement et l’activation d’une activité du CPG. De plus, 

les signaux des centres supérieurs permettent de s’assurer que le mouvement est bien conforme 

à la commande motrice émise initialement et qu’elle correspond aux besoins de l’organisme. 

 

4.2.1.2. Les entrées synaptiques du système périphérique 
 

Au cours d’un mouvement, l’organisme s’adapte à son environnement et à ses propres 

contraintes physiques détectés via les afférences sensorielles (auditives, visuelles, tactiles, 

proprioceptives, vestibulaires) (Kennedy and Inglis 2002; Pearson 1995; Rossignol, Dubuc, and 

Gossard 2006; Sherk and Fowler 2001; Varejao and Filipe 2007).  
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Une grande partie des afférences périphériques provient des afférences proprioceptives 

glutamatergiques. Nous dissocions les afférences monosynaptiques provenant du fuseau 

neuromusculaire appelées fibres Ia et II, des afférences polysynaptiques provenant de l’organe 

tendineux de Golgi appelées fibres Ib (Rekling et al. 2000). Les fibres Ia s’enroulent autour des 

fibres intrafusales et détectent la longueur du muscle et donc son étirement. Elles forment un 

contact monosynaptique avec le motoneurone α et sont à la base du réflexe myotatique. Les 

expériences de Sherrington ont montré que l’information sensorielle relayée par les fibres suite 

à l’étirement d’un muscle induit sa propre contraction (Liddell and Sherrington 1925). Les 

fibres Ia ont une réponse dynamique à l’étirement musculaire, elles déchargent fortement au 

moment de l’étirement puis reviennent à un état basal. Les fibres II ont une réponse statique à 

l’étirement, c’est-à-dire qu’elles déchargent pendant toute la durée de l’étirement musculaire et 

leur fréquence de décharge dépend de l’état d’étirement du muscle (plus le muscle est étiré, 

plus la fréquence de décharge est élevée). Quant à l’organe tendineux de Golgi, il se trouve à la 

jonction entre le muscle et le tendon et renferme des fibres Ib entrelacées dans les fibres de 

collagène. La contraction du muscle génère une tension des fibres de collagène qui vont alors 

comprimer les fibres Ib et induire leur excitation pour renseigner l’organisme sur la tension du 

muscle pour adapter ou non sa contraction (Jami 1992). Les fibres Ib contactent indirectement 

les motoneurones via des interneurones inhibiteurs Ib et sont à l’origine du reflexe myotatique 

inverse. Comme pour les fibres Ib, d’autres informations périphériques sont véhiculées jusqu’au 

motoneurone grâce à des contacts polysynaptiques faisant intervenir un ou plusieurs 

interneurones. Nous pouvons par exemple noter l’arc réflexe de flexion.  Il permet notamment 

d’induire un mouvement de retrait d’un membre suite à un stimulus aversif (retrait de la main 

d’une surface trop chaude). 

 

4.2.2. La neuromodulation 
 

Comme nous l’avons déjà noté, le contrôle de la motricité doit être flexible pour que 

l’organisme s’adapte à ses propres contraintes et à son environnement. Pour ce faire, il faut 

modifier l’excitabilité du motoneurone en fonction des situations données. Il existe deux grands 

mécanismes pour altérer l’excitabilité. Il s’agit premièrement d’un mécanisme qualifié de 

« ionotropique » par Heckmann (Heckman et al. 2009). Lorsque un neurotransmetteur est libéré 

dans la fente synaptique, il se fixe à son récepteur ionotropique activant l’ouverture du canal 

ionique et générant immédiatement des courants synaptiques qui dépolarisent ou 

hyperpolarisent le motoneurone. Le second mécanisme est qualifié de « neuromodulateur ». 
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Cette fois, le neurotransmetteur se fixe sur un récepteur métabotropique et active une voie de 

signalisation pouvant modifier la sensibilité au voltage de certains canaux ioniques, priver ou 

alimenter un canal de son ligand, et in fine moduler l’excitabilité du motoneurone. Le système 

neuromodulateur ne permet pas le codage de la commande motrice en elle-même mais modifie 

la réponse du motoneurones aux courants post-synaptiques excitateurs (PPSE) ou inhibiteurs 

(PPSI) (Figure 13). La flexibilité du contrôle moteur provient donc des mécanismes de 

neuromodulation.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.2.2.1. Neuromodulation par le système descendant 
 

Figure 13: Simulation de l’effet des entrées synaptiques motoneuronales ionotropiques et 

neuromodulatrices sur le gain de force du gastrocnémien. 
L’état basal correspond au gain de force lorsque les motoneurones ne recoivent aucune 
afférence neuromodulatrice et qu’ils possèdent tous la même proportion d’entrées synaptiques. 
Lorsque les motoneurones reçoivent un maximum d’entrées synaptiques ionotropiques, 
l’excitabilité des motoneurones augmente de 10% à 20% ce qui induit un gain de force modéré 
comparé à l’état basal. Des niveaux modestes et élevés d’entrées synaptiques 
neuromodulatrices augmentent considérablement l’excitabilité des motoneurones et donc le 
gain de force. 
(Figure adaptée de l’article (Heckman et al. 2009)) 
 



34 

 

Les neurones du système neuromodulateur descendant se trouvent au niveau du tronc cérébral 

et projettent une partie de leurs axones dans la moelle épinière. Il s’agit des neurones des noyaux 

du raphé, sources de sérotonine également nommée 5-hydroxytryptamine (5-HT), du locus 

coeruleus, source de noradrénaline (NA), et de la substance noire, source de dopamine (DA). 

L’aire A11 de l’hypothalamus est également une source de DA (Bjorklund and Skagerberg 

1979). En se fixant sur leurs récepteurs métabotropiques exprimés par les motoneurones, la 

5HT, la NA et la DA augmentent l’amplitude du courant persistant entrant et des courants 

potassiques rectifiants entrants Ih et Kir, et diminuent l’amplitude de la mAHP et des courants 

de fuite (Beliez et al. 2014; Lee and Heckman 1999; Perrier et al. 2013; Tartas et al. 2010). Ceci 

dépolarise la membrane et augmente la résistance d’entrée du motoneurone ce qui permet de 

potentialiser les entrées synaptiques excitatrices en réduisant l’amplitude du courant nécessaire 

pour atteindre le potentiel seuil de déclenchement des potentiels d’action. Ainsi, par ces 

mécanismes, ces neurotransmetteurs ont des effets prédominants sur la stimulation de 

l’excitabilité motoneuronale.  

 

4.2.2.2. Neuromodulation par le système cholinergique 
 

En plus du système neuromodulateur descendant, les motoneurones reçoivent des influences 

neuromodulatrices venant directement des interneurones spinaux. Parmi ceux-ci, le système 

cholinergique compte comme un système majeur et fait l’objet de nombreuses recherches 

depuis près de 50 ans. Le rapprochement des différentes données anatomiques, histologiques, 

moléculaires, génétiques, électrophysiologiques et comportementales permet aujourd’hui de 

mieux comprendre les mécanismes qui sous-tendent l’effet neuromodulateur de l’acétylcholine 

(ACh). 

 

Anatomie des boutons C 

Dans les années soixante, les études de Bodian  (Bodian 1966) et Conradi (Conradi 1969; 

Conradi and Skoglund 1969) permettent de classifier les boutons synaptiques à la surface des 

motoneurones en fonction de leur structure et leur morphologie. On distingue ainsi les boutons 

de type S pour « spherical », de type F pour « flatened », de type T pour « taxi bodies », de type 

M et de type C pour « sub-surface cisternae ». Ces dernières synapses, aussi appelées boutons 

C, sont de larges synapses qui se caractérisent par la présence de citernes sous-membranaires 

post-synaptiques de 10 à 15 nm d’épaisseur qui correspondent à du réticulum endoplasmique 

lisse. Il est également fréquent de déceler la présence de lamelles de réticulum endoplasmique 
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rugueux juste en-dessous de ces citernes ainsi que la présence de ribosomes libres en « rosette » 

(Deardorff et al. 2014). Ce type de synapse a par la suite été retrouvé chez différents 

mammifères tels que le singe (Bernstein and Bernstein 1976; Bodian 1975), le rat (Bernstein 

and Bernstein 1976), l’opossum (Hamos and King 1980), la souris (Wilson, Rempel, and 

Brownstone 2004) et l’humain (Pullen, Martin, and Swash 1992). Bien qu’il était connu que les 

motoneurones recevaient une innervation cholinergique depuis les années soixante, ce n’est que 

des années plus tard, grâce à des expériences d’immunomarquage, que les chercheurs ont 

associé cette innervation cholinergique aux boutons C (Connaughton et al. 1986; Li et al. 1995; 

Nagy, Yamamoto, and Jordan 1993). Ces synapses sont notamment identifiables grâce aux 

immunomarquages de l’acétylcholine estérase (AChE), du transporteur vésiculaire de 

l’acétylcholine (VAChT) et enfin de la choline acétyl transférase (ChAT). 

Plusieurs protéines exprimées au niveau de ces synapses ont ensuite été découvertes et 

permettent de mieux comprendre le fonctionnement de la transmission cholinergique. Parmi les 

récepteurs à l’acétylcholine, on note l’expression des récepteurs couplés à la protéine Gi de type 

m2 au niveau de la membrane post-synaptique (Hellström et al. 2003). D’après des expériences 

de pharmacologie, il semble que les récepteurs m1, m3 et m4 soient également exprimés par 

les motoneurones, cependant nous ne savons pas s’ils sont présents au niveau des boutons C 

(Bertrand and Cazalets 2011). L’étude des boutons C a également révélé la présence de canaux 

potassiques Kv2.1 et SK (SK2 et SK3) à la membrane post-synaptique (Deardorff et al. 2013; 

Miles et al. 2007; Muennich and Fyffe 2004). Il a été montré que les canaux SK ont besoin d’un 

flux de calcium à proximité pour être activés (Fakler and Adelman 2008; Sah 1992; Sah 1996). 

Si d’après les résultats de Miles et al, il parait peu probable que la source de calcium vienne 

des canaux calciques dépendants du voltage (Miles et al. 2007), il est possible qu’elle vienne 

des citernes sous-membranaires comme cela a été proposé par Deardorff (Deardorff et al. 2014). 

En effet, tout comme le réticulum endoplasmique, les citernes seraient des réserves de calcium 

intracellulaires mises en jeu dans des processus de mobilisation et recapture du calcium. Leur 

hypothèse repose sur une analogie de fonctionnement avec les synapses cholinergiques des 

cellules ciliées externes de la cochlée. Ces cellules possèdent des citernes sous-membranaires 

qui réalisent de la libération de calcium induite par le calcium « calcium-induced calcium 

release » via des récepteurs à la ryanodine (RyR) (Evans et al. 2000; Grant et al. 2006) et via 

les récepteurs inositol triphosphate (IP3) (Mammano et al. 1999) ce qui permet l’activation de 

canaux SK. On peut ainsi envisager que des récepteurs RyR et IP3 soient présents au niveau des 

citernes des boutons C et relarguent du calcium pour activer les canaux SK. 
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Une expression pré-synaptique du récepteur purinergique P2X7 (Deng and Fyffe 2004)  et de 

la protéine bassoon (Deardorff et al. 2014) a également été évoquée. Concernant les protéines 

exprimées au niveau des citernes sous-membranaires, on retrouve sigma-1R (σ1R) dont les 

ligands identifiés sont variés (psychotomimétiques, stéroïdes, N-dimethyltryptamine dans le 

cas des boutons C) et qui est connu pour son rôle de protéine chaperone des récepteurs IP3 du 

réticulum endoplasmique pour assurer la signalisation du calcium (Hayashi and Su 2007; 

Mavlyutov et al. 2010). La neuréguline-1 se concentre dans les citernes mais semble subir un 

transport rétrograde vers la pré-synapse pour contacter ses récepteurs  ErbB2 et ErbB4 (Gallart-

Palau et al. 2014; Issa et al. 2010). Enfin, la connexine 32 est exprimée au niveau des citernes 

mais on ne connaît pas encore son rôle exact à cette synapse (Yamamoto, Hertzberg, and Nagy 

1990, 1991). 

 

Neurones à l’origine des boutons C 

Il existe plusieurs types de neurones cholinergiques au sein de la moelle épinière. On compte 

les motoneurones, les interneurones intermédio-latéraux qui sont les neurones pré-

ganglionnaires du système nerveux sympathique et les cellules de partition réparties dans la 

lamina X à proximité du canal central. On retrouve également quelques cellules étroitement 

associées aux cellules du canal central et quelques rares cellules dans la partie dorsale (Witts, 

Zagoraiou, and Miles 2014). Les travaux de Miles et al sont les premiers résultats qui indiquent 

que les boutons C proviennent très certainement des interneurones cholinergiques de la lamina 

X (Miles et al. 2007). Ceci est confirmé deux années plus tard grâce à l’identification du facteur 

de transcription Pitx2 comme marqueur moléculaire des interneurones V0G (glutamatergiques) 

et V0C (cholinergiques) de la lamina X (Zagoraiou et al 2009). Ces travaux démontrent 

clairement que les interneurones V0C sont la source des boutons C. La mise en évidence de ce 

marqueur est une avancée majeure pour la compréhension du rôle des boutons C sur les 

motoneurones. Récemment une étude a permis de mettre en évidence un nouveau marqueur de 

cette sous-population d’interneurones, il s’agit de LYZL4 pour «  Lysozyme-like protein 4 

precursor » (Sathyamurthy et al. 2018). 

 

Connectivité des boutons C 

Les boutons C ont un profil de projection bien décrit. À l’exception des motoneurones 

oculomoteurs, on retrouve ces synapses au niveau du soma et des dendrites proximaux des 

motoneurones α spinaux et du tronc cérébral (Arvidsson et al. 1987; Hellström et al. 2003). 
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Une fois la source des boutons C identifiée, des travaux sur l’organisation du réseau des 

interneurones cholinergiques avec les motoneurones ont été réalisés pour mieux appréhender le 

rôle de ces neurones prémoteurs sur la commande motrice finale. Ces expériences ont été 

réalisées grâce au développement d’un système de transport rétrograde trans-synaptique via 

l’utilisation d’un virus de la rage modifié qui permet d’identifier précisément les neurones 

établissant des contacts monosynaptiques avec les motoneurones spinaux (Stepien, Tripodi, and 

Arber 2010). L’étude révèle qu’il existe une population d’interneurones cholinergiques qui 

projette des axones ipsilatéralement et une population qui projette des axones bilatéralement. 

Ces populations peuvent innerver des motoneurones qui n’ont pas la même origine segmentaire 

sur l’axe rostro-caudal. Enfin, les interneurones cholinergiques qui projettent des axones 

bilatéralement contactent préférentiellement des motoneurones qui innervent des muscles 

agonistes ou fonctionnellement équivalents. Ceci suggère que la population qui projette 

bilatéralement est impliquée dans la synchronisation des contractions musculaires des muscles 

agonistes que l’on peut noter lors du maintien de la posture ou lors d’un saut. La population 

projetant uniquement du côté ipsilatéral pourrait jouer un rôle dans des fonctions motrices 

différentes.  

Les techniques de transport rétrograde trans-synaptique ont également permis de montrer que 

les interneurones V0C perçoivent des entrées synaptiques sensitives qui seraient probablement 

non proprioceptives mais proviendraient de mécanorécepteurs et nocicepteurs et 

d’interneurones des laminae II et III situées dans la corne dorsale (Zampieri, Jessell, and Murray 

2014). 

 

Mécanismes neuromodulateurs des boutons C 

Ce sont majoritairement les données relatives à l’identité moléculaire des interneurones V0C 

qui ont permis de comprendre leur rôle physiologique. En effet, connaissant le marqueur 

moléculaire de ces interneurones, l’équipe de Miles a pu cibler spécifiquement cette population 

neuronale notamment pour des études électrophysiologiques et comportementales (Zagoraiou 

et al. 2009). L’enregistrement des neurones V0C montre que leur activité électrique est en phase 

avec celle des motoneurones enregistrée via les racines ventrales de la moelle épinière lors d’un 

protocole de locomotion fictive induite (via un cocktail de neuromodulateurs NMDA, 5-HT et 

DA). Ceci est en faveur du rôle des interneurones V0C dans la modulation de la fréquence de 

décharge des motoneurones. Cependant, ces interneurones ne semblent pas impliqués dans la 

génération de l’activité rythmique de la locomotion. Afin de corréler ces résultats avec des 

données in vivo, les interneurones V0C ont été génétiquement inactivés. L’analyse 
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comportementale des souris montre que les interneurones V0C ont une influence sur l’activité 

des motoneurones qui est dépendante de l’intensité de l’effort requis. Les interneurones V0C 

sont nécessaires à l’activation des motoneurones lors de la réalisation d’une tâche qui requiert 

un effort important (Zagoraiou et al. 2009). Ceci est en accord avec des expériences mettant en 

évidence un accroissement de l’activité des interneurones V0C (mesuré suivant le niveau 

d’expression de c-fos) au cours d’un effort comparé à une condition contrôle sans effort 

(Sathyamurthy et al. 2018). Dans une autre étude, les auteurs montrent que les interneurones 

V0C sont impliqués dans des mécanismes de potentialisation à court terme (STP pour « short-

term potentiation ») des entrées synaptiques glutamatergiques commisurales (Bertrand and 

Cazalets 2011). Ainsi, lors d’un effort, les interneurones V0C potentialiseraient les signaux 

excitateurs glutamatergiques du CPG permettant une meilleure activation des motoneurones. 

La sortie motrice produite serait alors adaptée à la puissance des contractions musculaires 

requise pour un tel exercice, tout en conservant la coordination bilatérale intrinsèque au CPG.  

Concernant les mécanismes moléculaires connus qui sous-tendent la neuromodulation 

cholinergique, des expériences ont montré que le courant hyperpolarisant de la mAHP médié 

par les canaux SK est sous contrôle des récepteurs à l’acétylcholine m2 muscariniques. Plus 

particulièrement, les résultats montrent que la stimulation des récepteurs m2 inhibe le courant 

potassique SK et augmente l’excitabilité des motoneurones (Miles et al. 2007; Zhang and 

Krnjevic 1987). Cependant, on ne connaît toujours pas clairement par quels mécanismes les 

récepteurs m2 agissent sur les canaux SK. La signalisation muscarinique pourrait jouer sur la 

signalisation calcique et modifier l’activité de certaines protéines des boutons C en modulant 

leur état de phosphorylation. De tels mécanismes sont également susceptibles d’influer sur la 

localisation et la cinétique d’activation des canaux Kv2.1 (Johnson et al. 2018; Misonou et al. 

2004; Romer, Deardorff, and Fyffe 2016; Romer et al. 2014; Xia et al. 1998; Zhang et al. 2014). 

L’ensemble des mécanismes décrits ainsi que les nombreuses hypothèses formulées nous 

montrent que les boutons C constituent un système neuromodulateur intégratif complexe qui 

régule l’activité électrique des motoneurones de façon tâche dépendante (Figure 14).  
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Figure 14 : Organisation hypothétique du bouton C 
L’acétylcholine relarguée au niveau des boutons C augmente l’excitabilité du motoneurone en 
inhibant les courants potassiques médiés par les canaux SK et Kv2.1. Ceci se fait via une 
diminution de l’apport en calcium par les récepteurs IP3 (IP3R), des récepteurs à la ryanodine 
(RyR) et des canaux calciques voltage-dépendants (Cav) et via des phénomènes de 
déphosphorylation par les phosphatases 2A et 2B (PP2A et PP2B) de la calmoduline et des 
canaux Kv2.1. Ceci induit une diminution d’affinité de la calmoduline pour le calcium et la 
fermeture du canal SK et une augmentation du seuil d’activation et de la cinétique des canaux 
Kv2.1. 
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II. LA SCLÉROSE LATÉRALE AMYOTROPHIQUE 
 

1. Description clinique et épidémiologie 
 

Initialement décrite en 1869 par Jean-Martin Charcot (Charcot  and Joffroy 1869), la sclérose 

latérale amyotrophique (SLA) est une maladie neurodégénérative fatale et incurable qui se 

caractérise par la mort sélective des motoneurones spinaux, bulbaires et corticaux. La 

dégénérescence des motoneurones induit des fasciculations musculaires, une spasticité et une 

atrophie des muscles squelettiques qui conduisent à une faiblesse musculaire puis à une 

paralysie. L’incidence de la SLA est de 2 à 3 nouveaux cas par an pour 100 000 personnes et 

sa prévalence est de 4 à 8 cas pour 100 000 personnes. Il a été montré que l’incidence mondiale 

de la maladie est hétérogène. En effet l’incidence est plus élevée chez les populations 

caucasiennes que chez les populations asiatiques, hispaniques et africaines (Cronin, Hardiman, 

and Traynor 2007). Il existe également des zones très localisées comme l’île de Guam où 

l’incidence pouvait être cent fois plus élevée qu’ailleurs dans le monde à cause de l’ingestion 

d’une toxine appelée β-methylaminoalanine (BMAA)  (Lee 2011). La SLA touche plus 

fréquemment les hommes que les femmes avec un ratio de 1.3 hommes atteints pour une 

femme. L’âge moyen d’apparition de la maladie est 64 ans et la médiane de survie est d’environ 

3 ans (Blasco et al. 2012). Le profil de survie des patients se divise en deux. La majorité des 

patients ne survivent pas au-delà de trois ans après l’apparition des symptômes et une partie des 

patients peut survivre plusieurs décennies après l’apparition des symptômes (Rowland and 

Shneider 2001). 

La description clinique de la maladie indique qu’il existe plusieurs formes de SLA en fonction 

de l’origine des premières atteintes. Il y a la forme spinale qui est la forme majoritaire 

caractérisée par l’atteinte initiale des motoneurones spinaux. Cette forme se traduit par une 

apparition des symptômes au niveau des membres ce qui génère par exemple des difficultés de 

manipulation des objets lorsque ce sont les membres supérieurs qui sont affectés et des 

tendances à trébucher lorsque ce sont les membres inférieurs qui sont atteints. La seconde forme 

est dite bulbaire puisque ce sont les motoneurones du tronc cérébral qui dégénèrent en premier. 

Cette forme représente environ un quart des cas de SLA. Les motoneurones du tronc cérébral 

innervant les muscles oro-pharyngiens, les premiers symptômes de la forme bulbaire se 

caractérisent notamment par une atteinte de la langue qui altère la parole des patients. Cette 

forme présente un plus mauvais pronostic à cause de l’évolution de la pathologie qui va 

rapidement entrainer des difficultés de déglutition et respiratoires. La forme la plus rare et ayant 
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le plus mauvais pronostic est la forme respiratoire où ce sont les muscles de la respiration qui 

sont atteints en premier (McDermott and Shaw 2008). 

La dégénérescence neuronale est restreinte aux motoneurones corticaux et aux motoneurones 

innervant les muscles squelettiques. Il existe cependant quelques exceptions puisque dans le 

tronc cérébral, les motoneurones des noyaux III oculomoteur, IV trochléaire et VI abducens 

innervant des muscles permettant le mouvement des yeux et des paupières sont épargnés par la 

dégénérescence (Leveille et al. 1982). Dans la moelle épinière, ce sont les motoneurones sacrés 

du noyau d’Onufrowicz innervant les muscles périnéaux et les sphincters qui sont préservés 

(Mannen 1991). 

 

2. Diagnostic de la pathologie 
 

En premier lieu, le diagnostic clinique de la SLA repose sur l’observation des symptômes 

traduisant une atteinte du motoneurone. L’altération du motoneurone périphérique se manifeste 

par une faiblesse musculaire, une atrophie et des fasciculations, c’est-à-dire le recrutement 

involontaire de certaines unités motrices qui sont typiques de cette pathologie. L’altération du 

motoneurone central se traduit par une spasticité avec l’accentuation des réflexes ostéo-

tendineux et une labilité émotionnelle se manifestant par des rires et pleurs spasmodiques 

(Tableau 1). L’un des caractères déterminant de la SLA est le déficit évolutif observable au 

cours de la maladie. Le diagnostic est confirmé par un électromyogramme (EMG) indiquant 

que l’atteinte est motoneuronale et non musculaire. La recherche de bio-marqueurs de la 

maladie a permis d’identifier la présence de la chaîne légère des neurofilaments (NfL) et de la  

 

 

Tableau 1 : Symptômes et signes cliniques majeurs dus au dysfonctionnement du 
motoneurone central et du motoneurone périphérique 
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chaîne lourde phosphorylée des neurofilaments (pNfH) dans le  sérum et le liquide céphalo-

rachidien (LCR) des patients SLA. Ces bio-marqueurs sont donc des facteurs de diagnostic mais 

aussi des facteurs de pronostic de la SLA (Oeckl et al. 2016; Steinacker et al. 2016; Steinacker 

et al. 2017).  

 

3. Traitement 
 

La SLA reste à ce jour une maladie fatale sans traitement curatif. Le seul traitement 

médicamenteux proposé aux patients est le riluzole (Bensimon, Lacomblez, and Meininger 

1994; Lacomblez et al. 1996). Les effets neuroprotecteurs du riluzole sont encore mal compris. 

Ce traitement agirait comme anti-glutamatergique limitant la libération de glutamate et 

favorisant sa recapture pour éviter les phénomènes d’excitotoxicité (voir partie II paragraphe 

9.2.). A 18 mois de traitement à 100mg par jour, le riluzole permet de diminuer le risque de 

décès de 35% (Lacomblez et al. 1996), il semble cependant que l’âge de décès ne soit retardé 

que de quelques mois. Bien que ce traitement soit assez controversé, c’est aujourd’hui le seul 

qui ait démontré son efficacité.  

En plus du traitement médicamenteux, il existe des soins dont peuvent bénéficier les patients 

tels que la ventilation sous pression voire la trachéotomie pour soulager le fonctionnement du 

diaphragme et la gastrostomie qui permet de couvrir les dépenses énergétiques très importantes 

des patients. 

 

4. Etiologie de la SLA 
 

Dans 90% des cas SLA, aucune origine génétique transmissible n’a été identifiée, on parle alors 

de cas sporadiques (sSLA) alors que dans 10% des cas, la maladie est héréditaire et met en jeu 

des mutations génétiques causales qui se transmettent à la descendance. On parle alors de SLA 

familiales (fSLA) (Alsultan et al. 2016; Camu et al. 1999). Il est important de noter qu’il existe 

des mutations génétiques qui sont associées avec la SLA. Ces mutations augmentent le risque 

de développer la pathologie mais ne sont pas suffisantes pour déclencher la SLA. Ces mutations 

non causales sont un facteur de risque qui constitue un terrain génétique favorable à la SLA. Le 

second cas de figure est lorsqu’il existe des mutations causales transmissibles. Une partie de 

ces mutations causant la SLA est également responsable du développement de démences fronto-

temporales (DFT) ce qui est cohérent avec le fait que de nombreux patients atteints de SLA ont 
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des symptômes de DFT et vice versa (Radford et al. 2015). Parmi les mutations causales de la 

SLA identifiées chez l’homme, la majorité se trouvent dans les gènes SOD1 (12 à 23,5%), FUS 

(4,1%), TARDBP (0,5 à 5%) et C9ORF72 (39,3%) (Alsultan et al. 2016).  

 

SOD1 

Le gène SOD1 code pour la protéine cytosolique appelée superoxide dismutase 1 ou superoxide 

dismutase [Cu-Zn] qui catalyse la dismutation de l’ion superoxyde O2.- en oxygène O2 et 

péroxyde d’hydrogène H2O2. SOD1 est le premier gène à avoir été mis en cause dans les cas de 

fSLA (Rosen et al. 1993). Aujourd’hui plus de 180 mutations dans ce gène ont été identifiées 

et semblent pathogènes. Il semblerait que ce soient des mutations gain de fonction. En effet, les 

souris déficientes pour le gène Sod1 ne développent pas de déficit moteur ni de maladie du 

motoneurone (Reaume et al. 1996) et chez les souris qui surexpriment une forme humaine 

mutée, l’activité catalytique est augmentée et les souris développent une pathologie qui mime 

la SLA chez l’homme (Gurney et al. 1994). Les fréquences des différentes mutations dans le 

gène SOD1 sont inégalement réparties. À titre d’exemple, la mutation A4V est la plus répandue 

aux États-Unis (Kaur, McKeown, and Rashid 2016). La mutation G93A est relativement rare 

mais très connue car suite à son identification, un modèle murin de SLA surexprimant le 

transgène humain muté SOD1G93A a été généré (Gurney et al. 1994) et est très utilisé en 

recherche fondamentale et études précliniques. 

 

TDP-43 et FUS 

Des analyses post-mortem réalisées sur des patients atteints de SLA ou DFT ont révélé la 

présence d’inclusions cytoplasmiques neuronales contenant la protéine TAR DNA-binding 

protein 43 (TDP-43) normalement impliquée dans le traitement des ARN (Gijselinck et al. 

2009). Des études sur le gène TARDBP codant pour TDP-43 ont ensuite été menées et ont 

révélées l’existence de plus de 40 mutations causales (Andersen and Al-Chalabi 2011) 

majoritairement faux sens et dans la partie C-terminale. Grâce à cela, de nouvelles analyses sur 

des gènes similaires codant pour des protéines de liaison à l’ARN ont été criblés. Ce travail a 

notamment permis de mettre en évidence l’implication du gène fused in sarcoma (FUS) codant 

pour la protéine du même nom FUS et dont les fonctions sont équivalentes à celles de TDP-43 

(Vance et al. 2009; Blair et al. 2010). 
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C9ORF72 

Enfin, ce sont des mutations dans le gène C9ORF72 qui sont le plus fréquemment retrouvées 

dans les cas de fSLA avec environ 40% de cas (Alsultan et al. 2016). Ces mutations sont en 

réalité une expansion anormale de l’héxanucléotide GGGGCC dans une partie non codante du 

gène C9ORF72 identifiée en 2011 (DeJesus-Hernandez et al. 2011; Renton et al. 2011). Chez 

un individu sain, on trouve au maximum 30 répétitions GGGGCC alors que les patients touchés 

par la SLA ou la DFT on peut dénombrer jusqu’à plusieurs centaines de répétitions (Douglas 

2018). La fonction de la protéine codée par C9ORF72 n’est toujours pas totalement comprise, 

cependant, des expériences ont montré son implication dans le transport et le relargage 

vésiculaire, dans la régulation de l’autophagie et dans la formation de granules de stress 

(Douglas 2018; Farg et al. 2014; Aoki et al. 2017; Maharjan et al. 2017). Il semble cependant 

que la pathologie de ne soit pas due à la perte de fonction de la protéine mais plutôt aux effets 

toxiques liés à la transcription des héxanucléotides. Leur transcription induit une accumulation 

d’ARN sous forme de foyers qui interagissent avec les protéines de liaison à l’ARN et altèrent 

leur fonctionnement. Ces transcrits peuvent également être traduits en différents dipeptides dont 

certains qui sont toxiques (Suzuki et al. 2018; Haeusler, Donnelly, and Rothstein 2016). 

Il existe également de nombreux autres gènes candidats ou dont les mutations ont été identifiées 

comme pathogéniques mais dont les fréquences sont rares dans les formes de fSLA. Il s’agit 

des gènes ALS2, SETX, VAPB, ANG, CHMP2B, FIG4, SPG11, OPTN, ATXN2, VCP, UBGLN2, 

SIGMAR1, SQSTM1, PFN1, ERBB4, hnRNPA1, MATR3, TUBA4A, CHCHD10, TBK1 

(Alsultan et al. 2016) (Figure 15). 

Quant aux formes sporadiques de SLA, il existe des cas où l’on a identifié des mutations 

génétiques mais qui ne sont pas héréditaires, il existe des cas où ce sont des causes 

environnementales qui induisent la maladie comme le cas de la toxine BMAA (Lee 2011) mais 

dans la majorité des cas, aucune cause n’a pu être mise en évidence. 

 

5. Le modèle murin SOD1G93A 

 
Suite à l’identification de la mutation causale SOD1G93A en 1993 (Rosen et al. 1993), un premier 

modèle animal a rapidement été créé. Il s’agit de de la souris SOD1G93A créée en 1994 (Gurney 

et al. 1994). Depuis, de nombreuses autres mutations causales de la SLA ont été mises en 

évidence et ont permis de générer de nombreux modèles animaux (Van Den Bosch 2011; 

Morrice, Gregory-Evans, and Shaw 2018). 
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Figure 15: Fréquence des gènes mutés dans la SLA. 
Chaque cercle correspond à un gène dont des mutations ont été identifiées comme causales ou 
probablement causales. Ces cercles sont placés en fonction de l’année de la découverte de leur 
implication dans les cas de fSLA. La taille du cercle est proportionnelle à la fréquence des 
mutations identifiées pour un gène donné. Lorsque l’information sur la fréquence n’est pas 
disponible dans la littérature un cercle de taille équivalente à une fréquence de 1% est tracé à 
des fins illustratives.  
(Figure adaptée de l’article (Alsultan et al. 2016)) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dans le modèle murin SOD1G93A qui est encore l’un des plus utilisés pour l’étude de la SLA et 

que nous avons nous-même utilisé, plusieurs copies du gène humain muté SOD1G93A sont 

introduites dans le génome de la souris. L’expression du transgène est ubiquitaire et produit une 

protéine SOD1 mal repliée qui génère un gain de fonction toxique et permet de développer un 

syndrome qui récapitule les caractéristiques de la SLA chez l’homme (Gurney et al. 1994). 

Plusieurs lignées transgéniques ayant un nombre de copies du transgène différent ont ensuite 

été générées. Leur étude a révélé que le nombre de copies du gène muté corrèle avec la sévérité  

de la maladie. Plus il y a de copies, plus la durée de vie des souris est courte (Alexander et al. 

2004). Parmi ces lignées, on compte les souris SOD1G93A dites « low expressor line » possédant 

un nombre de copies inférieur à 15 et chez qui la pathologie se développe lentement et qui 

peuvent survivre au-delà de 400 jours. Il existe également les souris SOD1G93A dites « high 

expressor line » avec un nombre de copies compris entre 18 et 25 chez qui la maladie se 

développe rapidement et dont la médiane de survie est d’environ 130 jours (Alexander et al. 

2004; Dal Canto and Gurney 1997). Bien qu’il ait été reporté qu’entre les souris « low expressor 
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line » et « high expressor line »  ce sont les souris « low expressor line » qui développent une 

pathologie plus fidèle à la SLA chez l’humain, ce sont les souris possédant un grand nombre de 

copies qui ont été les plus utilisées. En effet, malgré des mécanismes induisant une 

mitochondriopathie chez les souris « high expressor line », la vitesse de développement de la 

maladie permet un gain de temps dans les expérimentations. C’est donc à ce modèle que nous 

ferons référence en écrivant « souris SOD1G93A ».  

Notons cependant qu’il existe une grande variété de modèles de la SLA, et ce, chez plusieurs 

espèces animales (souris, rat, poisson zèbre, drosophile, C elegans, levure) (Van Damme, 

Robberecht, and Van Den Bosch 2017).  

 

6. Evolution de la pathologie chez la souris SOD1G93A 

 

La chronologie et la progression des différents évènements pathologiques de la souris 

SOD1G93A sont très bien connues. Comme chez l’homme, la maladie se présente en deux 

phases. Il y a la première phase dite asymptomatique ou pré-symptomatique durant laquelle de 

nombreux processus pathologiques se développent à l’échelle moléculaire, cellulaire voire de 

l’organe mais n’induisent pas de phénotype nettement visible à l’échelle de l’animal. Cette 

phase dure une centaine de jours chez la souris SOD1G93A puis on note l’apparition des premiers 

symptômes moteurs, c’est le début de la phase symptomatique qui dure jusqu’à la mort de 

l’animal.  

Lorsque l’on étudie le modèle SOD1G93A, les premiers signes de dysfonctionnement se 

manifestent très tôt chez ces souris. Dès 10 jours, on peut noter un retard du reflex de 

retournement, des erreurs de placement des pattes et des changements des propriétés électriques 

des motoneurones (van Zundert et al. 2008; Leroy et al. 2014) . A 50 jours, une majorité des 

fibres musculaires IIb sont dénervées par les motoneurones de type FF et des anomalies 

concernant les muscles rapides commencent à apparaitre (Frey et al. 2000; Hegedus, Putman, 

and Gordon 2007). On observe une diminution de la vitesse maximale et de la force musculaire 

développée par ces muscles (Wooley et al. 2005; Martinez-Silva et al. 2018; Hegedus, Putman, 

and Gordon 2007; Hegedus et al. 2008). Suite à la dénervation par les motoneurones FF, des 

processus de compensation se mettent en place pour parer à cette perte. On observe ainsi une 

réinnervation des fibres par les motoneurones FR et S, c’est le phénomène de « sprouting ». Il 

s’en suit une transition phénotypique des fibres initialement de type IIb en fibres IIa (Hegedus 

et al. 2008). Ceci permet aux muscles rapides de développer encore de la force bien que le 

changement phénotypique des fibres entraîne une diminution de la force maximale que le 
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Figure 16: Dénervation ordonnée des unités motrices de type FF, FR et S chez la souris 
SOD1G93A. 
Au début de la phase présymptomatique, l’innervation des fibres musculaires est normale. Dès 
50 jours, les motoneurones FF innervant les IIb dégénèrent au niveau de la JNM. Par la suite, 
les fibres IIb sont partiellement ré-innervées par les motoneurones FR et S. A ce stade, des 
faiblesses musculaires sont détectées chez les souris SOD1G93A. Aux alentours de 90 jours, ce 
sont les motoneurones FR qui dégénèrent. Cela marque le début de la paralysie des membres 
de la souris.   

muscle peut produire. A 90 jours, les motoneurones de type FR dégénèrent et une deuxième 

vague de dénervation touchant les fibres IIa intervient (Hegedus, Putman, and Gordon 2007). 

Suite à cela, la souris développe rapidement les premiers signes moteurs visibles à l’œil 

(environ 100 jours) tels que des tremblements des membres inférieurs et les signes de faiblesse 

musculaire évoluant vers une paralysie des membres inférieurs à environ 125 jours puis une 

paralysie des membres supérieurs vers 135 jours (Chiu et al. 1995). Les souris atteignent alors 

rapidement le stade terminal et sont euthanasiées. Les fibres musculaires I ne sont dénervées 

que très tardivement au cours de la pathologie (Pun et al. 2006). (Figure 16)  
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Figure 17 : Chronologie des évènements pathologiques de la souris SOD1G93A. 
(Figure adaptée de l’article (Kanning, Kaplan, and Henderson 2010)) 

7. Mécanismes physiopathologiques de la SLA 
 

Bien que nous ne comprenions pas exactement pourquoi la SLA est une pathologie sélective 

des motoneurones alors que SOD1 est une protéine ubiquitaire, les processus pathologiques qui 

sous-tendent la mort des motoneurones sont vraisemblablement multifactoriels. Il est d’ailleurs 

possible de différencier les mécanismes pathologiques internes aux motoneurones comme le 

stress oxydatif, le stress du réticulum endoplasmique, le dysfonctionnement mitochondrial, 

l’excitotoxicité, la présence d’agrégats intracellulaires, les altérations du transport axonal. Il 

existe également des mécanismes pathologiques externes aux motoneurones et médiés par les 

cellules environnantes. On note ainsi des dysfonctionnements des oligodendrocytes, des 

cellules de schwann ainsi que du muscle et des mécanismes neuroinflammatoires mettant en 

jeu les astrocytes, la microglie et les lymphocytes (Figure 17).  
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Ces mécanismes neurodélétères conduisent d’abord à la déconnection du motoneurone de sa 

cible, c’est-à-dire du muscle. On constate ainsi une perte des JNM puis une rétractation des 

axones et enfin la mort du motoneurone (Fischer et al. 2004). Parmi tous les mécanismes mis 

en jeu, il est en revanche difficile de différencier les processus pathologiques neurodélétères 

des processus compensatoires et donc protecteurs.  

 

8. Vulnérabilité différentielle des motoneurones à la dégénérescence 
 

Toutes les maladies neurodégénératives se caractérisent par des mécanismes pathologiques qui 

conduisent à la mort d’un type cellulaire spécifique (Roselli and Caroni 2015). Dans le cas de 

la SLA, il s’agit des motoneurones. Cette vulnérabilité sélective intervient à plusieurs niveaux. 

En effet, le premier niveau de sélectivité est comme nous venons de l’évoquer, la mort d’un 

type cellulaire en particulier alors que la pathologie affecte la fonction d’une protéine 

ubiquitaire. De plus, au sein même des neurones, il n’existe qu’une seule population affectée 

par la pathologie : les motoneurones. C’est le second niveau de sélectivité. Enfin, même parmi 

les motoneurones il existe des sous-populations différemment affectées. Comme nous l’avons 

décrit précédemment, il existe un gradient de vulnérabilité au sein des motoneurones spinaux 

qui induit des processus de dégénérescence ordonnés commençant par la mort des 

motoneurones FF, puis FR (Hegedus, Putman, and Gordon 2007; Hegedus et al. 2008). En 

parallèle, il existe parmi les motoneurones secondaires une sous-population de motoneurones 

résistants à la dégénérescence. Il s’agit des motoneurones oculomoteurs des noyaux III, IV et 

VI du tronc cérébral qui permettent de contrôler les mouvements des yeux (Nijssen, Comley, 

and Hedlund 2017). Ceux-ci permettent aux patients en stade terminal de pouvoir communiquer 

grâce aux mouvements des yeux. De plus, les motoneurones sacrés du noyau d’Onuf sont 

également résistants chez les patients (Mannen 1991). 

Les motoneurones étant tous dans le même environnement, il existe des facteurs intrinsèques 

aux sous-populations de motoneurones qui dictent la susceptibilité différentielle à la 

dégénérescence. L’identification des voies activées de façon différentielle entre les sous-

populations motoneurones pourrait mettre en évidence de nouvelles cibles pour les futures 

thérapies.  
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8.1. Vulnérabilité différentielle des motoneurones spinaux 
 

Les demandes énergétiques du motoneurone 

Le système nerveux consomme une part disproportionnée de l’énergie du corps comparée à sa 

taille et sa masse. Le cerveau humain qui ne représente que 2% de la masse du corps consomme 

20% de l’énergie (Mink, Blumenschine, and Adams 1981). Cette disproportion vient en 

majorité d’une demande particulièrement élevée des neurones en ATP puisque cette énergie 

sous-tend de nombreux processus de la signalisation neuronale. Cette énergie sert au transport 

des métabolites le long des prolongements dendritiques et de l’axone, au maintien du potentiel 

membranaire de repos notamment via l’activité de la pompe Na+/K+ ATPase, à la fonction 

synaptique lors des mécanismes de relargage des neurotransmetteurs et de recyclage des 

vésicules synaptiques (Harris, Jolivet, and Attwell 2012; Rangaraju, Calloway, and Ryan 2014). 

Etant donné la morphologie des motoneurones FF, à savoir un corps cellulaire de très grande 

taille, une arborisation dendritique très développée et un nombre élevé de JNM (Burke and 

Tsairis 1973; Cullheim et al. 1987), il est naturel de penser que c’est ce sous-type de 

motoneurone qui a la consommation énergétique la plus importante. En effet, la surface 

membranaire étant la plus importante, la consommation d’ATP pour rétablir le potentiel 

membranaire de repos et les concentrations ioniques intra- et extracellulaires est considérable. 

De même, la consommation énergétique est d’autant plus importante que les terminaisons 

synaptiques dendritiques et les JNM sont nombreuses et distantes du soma. 

Un modèle computationnel de la dégénérescence motoneuronale prédit qu’une diminution de 

la quantité d’ATP dans un motoneurone sain conduit, via un mécanisme de rétrocontrôle positif 

à la mort de ce dernier (Le Masson, Przedborski, and Abbott 2014). En effet, une réduction de 

l’ATP conduit à un déséquilibre des concentrations ioniques qui en retour demande une plus 

grande quantité d’ATP pour rétablir l’équilibre mais qui à terme génère un déséquilibre plus 

important. Ainsi, la diminution d’ATP conduit à une dépolarisation prolongée et un influx 

massif de calcium qui, finalement, aboutit à la mort du motoneurone. Dans leur modèle, Le 

Masson et al prédisent également que les motoneurones FF sont plus susceptibles de subir cette 

boucle de rétrocontrôle positive fatale. En effet, il faut une réduction initiale d’ATP moins 

importante pour déclencher cet évènement catastrophique dans les motoneurones FF comparés 

aux motoneurones S (Le Masson, Przedborski, and Abbott 2014). Comme les sous-populations 

de motoneurones ne tolèrent pas pareillement les variations de quantité d’ATP et que les 

motoneurones sont sujets aux réductions d’ATP dans la SLA (Israelson et al. 2010), la 
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consommation énergétique semble être un facteur de vulnérabilité pertinent dans la 

dégénérescence ordonnée des motoneurones dans la SLA. 

 

Homéostasie calcique 

La concentration de calcium intracellulaire est hautement régulée dans les cellules et en 

particulier dans les motoneurones. Le calcium est l’un des messagers intracellulaires les plus 

importants. Il est essentiel au développement neuronal, à la transmission synaptique, à la 

plasticité neuronale, il régule l’activité électrique et de nombreuses voies de signalisation 

intracellulaires. Cependant, l’une des particularités des motoneurones est leur forte 

vulnérabilité à la dérégulation de l’homéostasie calcique. En effet, les motoneurones ont une 

faible capacité de tamponnage du calcium puisqu’ils expriment faiblement des protéines de 

tamponnage du calcium comme la paravalbumine et la calbindine (Sasaki et al. 2006) ce qui 

induit un risque important pour leur survie en cas de surcharge calcique. Il a été suggéré que la 

vulnérabilité différentielle des motoneurones pouvait en partie être due à une augmentation de 

calcium intracellulaire. En effet, il a été montré qu’à un stade précoce de la SLA (P38 chez la 

souris SOD1G93A) les motoneurones vulnérables innervant le muscle rapide tibialis anterior 

expriment de faibles niveaux de calréticuline (Bernard-Marissal et al. 2012). La diminution 

d’expression de cette protéine chaperone du réticulum endoplasmique qui tampone le calcium 

intracellulaire est suffisant pour induire la mort des motoneurones.  

De plus les motoneurones FF ont généralement un profil de décharge en bouffées avec une 

fréquence très élevée (Burke, Levine, and Zajac 1971) qui induit de fortes entrées calciques sur 

un lapse de temps très court.  

Des fortes entrées de calcium dues à l’activité électrique combinées au faible pouvoir de tampon 

du calcium par les motoneurones FF semblent constituer un fort facteur de vulnérabilité pour 

ces motoneurones. 

 

Réponse à la production des protéines mal repliées  

Le réticulum endoplasmique est le siège de nombreux mécanismes cellulaires tels que le 

stockage du calcium, la synthèse lipidique et la maturation protéique. L’efficacité du repliement 

des protéines est constamment évaluée par la cellule. En cas de mauvais repliement, des 

mécanismes d’adaptation se mettent en place pour éviter l’accumulation de protéines anomales 

et restaurer l’homéostasie. Il s’agit de la réponse aux protéines mal repliées (UPR pour 

« unfolded protein response ») aussi appelé stress du réticulum endoplasmique. Pour restaurer 

l’homéostasie cellulaire, les protéines mal repliées sont dégradées et la traduction des protéines 
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est détournée pour stimuler la production de protéines chaperones mises en jeu dans le 

repliement des protéines (Matus, Valenzuela, et al. 2013). Si ces objectifs ne sont pas atteints 

ou si le stress perdure, les cellules sont engagées dans une voie d’apoptose ou d’autophagie 

(Hetz 2012).  

Il est maintenant bien connu que le stress du réticulum endoplasmique est un mécanisme 

pathologique précoce et majeur dans la SLA (Filezac de L'Etang et al. 2015; Saxena, Cabuy, 

and Caroni 2009; Raoul et al. 2002; Kanekura et al. 2009). Malgré les ressources déployées par 

les cellules, il y a une forte accumulation de protéines mal repliées qui provoque la mort des 

motoneurones. Cette accumulation se retrouve aussi bien chez les cas de sSLA que les cas fSLA 

et chez les modèles animaux (Bosco et al. 2010; Blokhuis et al. 2013).  

Des marqueurs d’un stress du réticulum endoplasmique sont retrouvés uniquement dans les 

motoneurones spinaux de modèles murins de SLA et pas dans les autres cellules de la moelle 

épinière (Saxena, Cabuy, and Caroni 2009). De plus, l’expression des marqueurs du stress du 

réticulum endoplasmique est différentielle en fonction du stade de la maladie et du sous-type 

motoneuronal. En effet, aux stades précoces de la SLA ces marqueurs sont exprimés 

spécifiquement dans les motoneurones vulnérables FF et de façon durable alors qu’ils sont 

exprimés que de façon transitoire dans les motoneurones FR et S à ces stades (Saxena, Cabuy, 

and Caroni 2009). Ce ne sont qu’à des stades plus avancés de la maladie que l’on retrouve 

l’expression de ces marqueurs de façon durable dans les motoneurones FR. En résumé, bien 

que les motoneurones  soient particulièrement susceptibles au mauvais repliement de la protéine 

SOD1 mutée, il existe une vulnérabilité différentielle au stress du réticulum endoplasmique au 

sein même des sous-populations de motoneurone. Ceci est particulièrement important puisque 

le stress du réticulum endoplasmique précède la mort des motoneurones et dicte les 

manifestations et la progression de la pathologie. De plus, il existe des facteurs aggravant dus 

aux caractéristiques intrinsèques des sous-populations de motoneurones qui renforcent la 

vulnérabilité des motoneurones FF. On sait notamment que la souris SOD1G93A produit une 

protéine anormalement repliée appelée « misfolded SOD1 » (misfSOD1) qui interagit avec la 

pompe Na+/K+ ATPase α3 particulièrement exprimée dans les motoneurones FF (Ruegsegger 

et al. 2016). Ceci entraine un dysfonctionnement de la pompe qui mène à une dépolarisation de 

potentiel membranaire de repos et à une modification de l’expression des canaux ionotropiques 

à la membrane des motoneurones qui à leur tour modifient l’excitabilité des motoneurones.   

Ainsi, la réduction du stress du réticulum endoplasmique par traitement au salubrinal décale 

l’apparition des premiers symptômes et augmente le temps de survie des souris SOD1G93A 

(Saxena, Cabuy, and Caroni 2009). Le même type d’effet neuroprotecteur est retrouvé chez les 
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souris SOD1G86R chez qui l’expression d’ATF4, un facteur de transcription majeur du réticulum 

endoplasmique, est inhibée (Matus, Lopez, et al. 2013). 

 

8.2. Résistance sélective des motoneurones du système oculomoteur 
 

Les mouvements des yeux sont contrôlés par les muscles extra-oculaires (MEO) qui sont 

innervés par les motoneurones des noyaux III oculomoteur, IV trochléaire et VI abducens. Ce 

système appelé système oculomoteur diffère du système neuromusculaire squelettique sur le 

plan de la morphologie, des propriétés électriques, de l’expression génique et de la connectivité. 

Les caractéristiques uniques des MEO et des motoneurones qui les innervent permettent aux 

motoneurones de résister à la dégénérescence au cours de a SLA. Ce phénomène se retrouve à 

la fois chez les patients et les modèles animaux de la SLA (Gizzi et al. 1992; Comley et al. 

2016; Nimchinsky et al. 2000; Spiller et al. 2016). 

Premièrement, les MEO ont un profil d’innervation différent de celui des muscles squelettiques 

« classiques » (Figure 18). Une partie des fibres musculaires possède une innervation dite « en 

plaque » où il n’y a qu’une seule JNM par fibre. Une autre partie des fibres possède une 

innervation dite « en grappe », c’est-à-dire qu’un motoneurone innerve plusieurs fois la même 

fibre. On parle de poly-innervation. Ces fibres poly-innervées ne permettent pas la propagation 

de potentiel d’action musculaire mais se contractent progressivement pour augmenter lentement 

et graduellement la force musculaire (Porter 2002). De plus, contrairement aux muscles 

squelettiques qui n’expriment qu’une seule isoforme de la chaîne lourde de la myosine par fibre, 

les MEO expriment plusieurs de ces isoformes dans une même fibre. Les unités motrices des 

MEO sont de petite taille avec un motoneurone innervant moins de 20 fibres alors qu’un 

motoneurone spinal de type rapide innerve au moins 300 fibres. Ce nombre peut même atteindre 

2000 fibres dans le muscle gastrocnémien (Burke and Tsairis 1973; Nijssen, Comley, and 

Hedlund 2017). Du point de vue de leurs propriétés électriques, les motoneurones oculomoteurs 

ont un potentiel membranaire de repos assez dépolarisé (environ -61mV contre -70mV pour les 

motoneurones spinaux) et sont constamment en train de décharger. Leur fréquence de décharge 

est de l’ordre de 100Hz pour des mouvements de poursuite des yeux et peut aller jusqu’à 600Hz 

pour des mouvements saccadés (Robinson 1970; Torres-Torrelo et al. 2012). Les motoneurones 

oculomoteurs ont également un profil d’innervation particulier. En effet, ceux-ci n’ont pas 

d’innervation monosynaptique Ia permettant le reflex myotatique lorsque le muscle est étiré 

(Keller and Robinson 1971). Enfin, des études transcriptomiques ont mis en évidence  
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Tableau 2 : Gènes identifiés comme suréxprimés dans les population de motoneurones résistants occulomoteurs (MNOc) ou 
vulnérables spinaux (MNSp) 
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l’expression différentielle de certains gènes et défini une signature moléculaire pour les sous-

populations de motoneurones qui pourrait sous-tendre les phénomènes de vulnérabilité variable 

(Hedlund et al. 2010; Kaplan et al. 2008; Comley et al. 2016) (Tableau 2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

9. Excitabilité motoneuronale : hypoexcitabilité ou hyperexcitabilité? 
 

De par les propriétés intrinsèques des différents sous-types de motoneurones et des fibres 

musculaires qu’ils innervent (morphologie, métabolisme énergétique, expression de protéines 

chaperones et de tamponage du calcium), la combinaison des différents facteurs de vulnérabilité 

a pour point de convergence l’excitabilité des motoneurones. 

Bien que qu’il y ait de nombreuses études sur l’excitabilité motoneuronale dans la SLA, ce sujet 

est encore mal compris. Nous verrons qu’en fonction du modèle d’étude, les résultats sur 

l’excitabilité des motoneurones dans la SLA sont différents. De plus, il existe différents 

mécanismes par lesquels l’excitabilité motoneuronale peut être perturbée. Il peut y avoir des 

modifications de l’excitabilité intrinsèque par changement des propriétés intrinsèques, ou bien 

Motoneurone spinal Motoneurone occulomoteur 

Figure 18 : Différences entre l’innervation classique des muscles squelettiques et celle des 
MEO. 
Les motoneurones innervant les MEO ont un soma de petite taille et une arborisation 
dendritique peu développée. Contrairement aux motoneurones spinaux, un même motoneurone 
occulomoteur innervent différents types de fibre musculaire et innervent plusieurs fois la même 
fibre. C’est la poly-innervation. 
(Figure adaptée de l’article  (Nijssen, Comley, and Hedlund 2017)) 
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des modifications de l’excitabilité extrinsèque via des changements de la balance entre les 

entrées synaptiques excitatrices et inhibitrices ou via des changements de l’activité gliale. 

 
9.1. Altération de l’excitabilité intrinsèque 

 

De nombreuses études montrent une altération de l’excitabilité intrinsèque des motoneurones 

au cours de la SLA. Les premières recherches se sont focalisées sur l’étude de l’excitabilité des 

motoneurones à des stades pré-symptomatiques sur des modèles murins SOD1 de la SLA et 

montrent des perturbations de l’excitabilité très précoces. La majorité des enregistrements 

électrophysiologiques provient de cultures primaires de motoneurones embryonnaires ou de 

coupes de moelle épinière issues de souris âgées de 4 à 10 jours. Les résultats obtenus à partir 

de ces modèles sont parfois contradictoires puisqu’il existe à la fois des évidences en faveur 

d’une hyperexcitabilité des motoneurones et d’autres en faveur d’une hypoexcitabilité.  

Les analyses menées aux stades embryonnaires indiquent que les motoneurones mSOD1 sont 

hyperexcitables (Kuo et al. 2005; Martin et al. 2013; Pieri et al. 2003). Cette hyperexcitabilité 

est associée avec une augmentation de l’amplitude du courant persistant entrant sodique (Kuo 

et al. 2005; Pieri et al. 2003) et une arborisation dendritique moins développées des 

motoneurones mSOD1 (Martin et al. 2013) qui induit une augmentation de la résistance 

membranaire conduisant à une diminution de la rhéobase des motoneurones. 

Les enregistrements réalisés à partir d’animaux nouveaux nés mSOD1 sont plus divergents.  

Des études sur des nouveaux nés SOD1G85R mettent en évidence une hypoexcitabilité des 

motoneurones (Bories et al. 2007). D’autre part, dans le cas des motoneurones hypoglossaux 

SOD1G93A, van Zundert et al notent une hyperexcitabilité qui est une nouvelle fois associée 

avec une augmentation de l’amplitude du courant persistant entrant sodique sans changement 

des propriétés passives des motoneurones (van Zundert et al. 2008). Notons que si 

l’augmentation du courant persistant entrant sodique fait partie du développement normal du 

nouveau-né, cette augmentation semble accélérée et/ou exacerbée chez le nouveau-né 

SOD1G93A (Quinlan et al. 2011). De plus, dans le cas des motoneurones spinaux SOD1G93A, une 

augmentation du courant persistant entrant sodique et calcique accompagnée d’une 

augmentation de la conductance d’entrée sont mises en évidence (Quinlan et al. 2011). 

Cependant, la résultante ne semble pas rendre les motoneurones SOD1G93A hyperexcitables 

étant donné les valeurs inchangées de la rhéobase et du gain I-f comparées à celles des 

motoneurones sauvages. Ces mécanismes semblent se compenser pour maintenir une 

excitabilité nette pseudo-normale. Il est cependant difficile de déterminer lequel de ces 
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mécanismes est compensateur de l’autre et donc lequel est potentiellement délétère. De façon 

intéressante, Kuo et al démontrent que l’application de riluzole réduit l’excitabilité des 

motoneurones en diminuant l’amplitude du courant persistant entrant sodique (Kuo et al. 2006).  

Jusque-là, l’hétérogénéité des sous-populations motoneuronales S et F (FR et FF) était un 

paramètre qui n’avait jamais été pris en compte dans l’étude de l’excitabilité des motoneurones 

mutés SOD1. En 2014, Leroy et al décident d’enregistrer l’excitabilité des motoneurones en 

différenciant les types S et F. Leur étude met en évidence une hyperexcitabilité des 

motoneurones chez le nouveau-né spécifique des motoneurones de type S résistants (Leroy et 

al. 2014). Ces résultats remettent alors en question le caractère délétère de l’hyperexcitabilité 

précoce des motoneurones.   

 

Par la suite, plusieurs études menées sur les différentes sous-populations motoneuronales chez 

la souris adulte à différents stades de la maladie ont permis de faire un bon dans la 

compréhension des processus liés à l’excitabilité des motoneurones dans la SLA. La première 

a permis d’analyser l’excitabilité des motoneurones juste avant la première vague de 

dénervation des JNM (Delestree et al. 2014). Celle-ci révèle qu’une partie des motoneurones se 

comporte comme les motoneurones du nouveau-né, à savoir que malgré l’augmentation de la 

conductance d’entrée des motoneurones, ils maintiennent une excitabilité nette pseudo-

normale. De façon plus inattendue, ces recherches révèlent que l’autre partie des motoneurones 

devient hypoexcitable durant la période qui précède la dénervation des unités motrices de type 

FF. Ceux-ci perdent leur capacité à décharger de façon répétitive lors d’une stimulation 

soutenue avec un courant dépolarisant. Quelques années plus tard, grâce à une technique 

d’enregistrement in vivo sur des souris SOD1G93A et FUSP525L, Martinez-Silva et al mettent en 

évidence que les motoneurones concernés par cette hypoexcitabilité sont d’abord les 

motoneurones FF puis les motoneurones FR à un stade plus avancé de la SLA (Martinez-Silva 

et al. 2018). En résumé, dans la phase précédant leur dégénérescence, les motoneurones FF et 

certains FR ne sont pas hyperexcitables mais ont au contraire perdu leur capacité essentielle à 

décharger de façon répétitive. De façon complémentaire, une approche se positionnant du point 

de vue de l’activité électrique de la JNM a montré que chez un modèle SOD1G37R, l’activité 

synaptique spontanée des unités motrices FF diminue avec l’évolution de la maladie (Tremblay, 

Martineau, and Robitaille 2017). Ceci s’accompagne d’une diminution du contenu des vésicules 

synaptiques en neurotransmetteurs et d’une diminution de l’amplitude des courants post-

synaptiques (mEPP pour « miniature end plate potential ») lors d’une activité électrique 
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évoquée. Globalement, ces résultats sont également en faveur de l’apparition d’une 

hypoexcitabilité des motoneurones FF avant qu’ils ne dénervent leur cible. 

Enfin, à la façon des travaux qui viennent d’être présentés, ceux de Dukkipati et al se sont 

focalisés sur l’étude de la plasticité de la taille du soma des motoneurones au cours de la SLA 

(Dukkipati, Garrett, and Elbasiouny 2018). En effet, nous savons que la taille du soma est 

étroitement liée à la conductance d’entrée des motoneurones et donc à leur l’excitabilité 

(Chapitre I, paragraphe 4.1.1.). Or, une augmentation de la conductance d’entrée des 

motoneurones SOD1G93A a été notée plusieurs fois (Delestree et al. 2014; Quinlan et al. 2011) 

et semble traduire une augmentation de la taille de la cellule. Dukkipati et al montrent que dans 

les phases précoces de la SLA (P10 et P30), seuls les motoneurones FF voient leur soma changer 

de taille. Il s’agit d’une augmentation de la taille des somas qui est restreinte aux motoneurones 

FF lombaires, touchés précocement dans le modèle SOD1G93A, et aux mâles. En accord avec 

les précédents travaux de Le Masson (Le Masson, Przedborski, and Abbott 2014), le model 

computationnel de Dukkipati montre que l’augmentation de 15 à 20% de la taille des somas des 

motoneurones FF mSOD1 peut être responsable d’une diminution de leur excitabilité. Avec 

l’évolution de la maladie, la tendance s’inverse et la taille des somas des motoneurones F et S 

est diminuée. Il existe ainsi une dynamique dans l’évolution de la taille du soma des 

motoneurones qui diffère en fonction du genre des souris, du sous-type de motoneurone et du 

stade de la SLA. C’est cette plasticité qui peut être en partie responsable des changements 

d’excitabilité relevés par les différentes équipes de recherche. 

En résume, la modification de l’excitabilité des motoneurones touchés par la SLA se produit 

très précocement. Dès le stade embryonnaire, les motoneurones sont hyperexcitables, puis avec 

le développement il semble que les motoneurones vulnérables FF changent de morphologie et 

perdent ce caractère hyperexcitable pour finalement devenir hypoexcitables et incapables de 

décharger de façon répétitive avant de dégénérer. Avec l’évolution de la maladie, ces 

changements gagnent peu à peu les sous-populations FR puis S (Figure 19). Ce basculement 

d’un comportement hyperexcitable vers un comportement hypoexcitable dans la progression de 

la pathologie est également confirmé par des recherches sur des motoneurones issus de cellules 

souches pluripotentes induites (« iPSC » pour induced pluripotent stem cells) de patients 

(Devlin et al. 2015; Naujock et al. 2016). Ces études révèlent une perte d’excitabilité 

progressive via la diminution du courant persistant entrant et un déséquilibre d’expression des 

canaux ioniques potassiques et sodiques.  
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Parmi les paramètres mis en jeu dans l’excitabilité des motoneurones, il semble que la balance 

entre l’amplitude des courants sodiques et potassiques d’un côté et la taille de la cellule de 

l’autre soit constamment modifiée avec l’évolution de la SLA. Nous pouvons faire l’hypothèse 

que le changement d’un des paramètres à un moment donné de la maladie fasse pencher la 

balance du côté de l’hyper- ou l’hypoexcitabilité. Afin de revenir à un état homéostatique, la 

cellule ajusterait l’autre paramètre pour compenser ce déséquilibre et tenter de retrouver une 

excitabilité nette pseudo-normale. Il est probable que les mécanismes compensatoires que la 

cellule met en place de façon chronique requièrent une telle énergie qu’à terme elle épuise ses 

ressources et dégénère.    

Ceci expliquerait pourquoi on retrouve à la fois des études montrant qu’augmenter l’excitabilité 

des motoneurones les protège de la dégénérescence (Naujock et al. 2016; Saxena et al. 2013b) 

alors que d’autres montrent que c’est en diminuant leur excitabilité qu’on les préserve de la 

dégénérescence (Noto et al. 2016; Wang and Zhang 2005). 

L’ensemble de ces observations remet en perspective la notion d’hyperexcitabilité intrinsèque 

délétère pour les motoneurones et dans la continuité, cela pose la question l’utilisation du 

riluzole comme bloqueur des courants AMPA (mis en jeu dans l’excitabilité extrinsèque des 

Figure 19 : Evolution de l’excitabilité intrinsèque des sous-types de motoneurones au 
cours de la SLA. 
Au stade embryonnaire, tous les motoneurones (MN) sont hyperexcitables, puis avec le 
développement il semble que les motoneurones FF développent des mécanismes 
compensatoires qui permettent de maintenir une excitabilité nette pseudo-normale. Au cours du 
temps les motoneurones deviennent hypoexcitables et incapables de décharger de façon 
répétitive avant de dégénérer. Avec L’évolution de la maladie, ces changements gagnent peu à 
peu les sous-populations FR puis S. 
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motoneurones) et du courant persistant entrant sodique (mis en jeu dans l’excitabilité 

intrinsèque des motoneurones). Ces observations seront certainement très importantes pour les 

nouvelles stratégies thérapeutiques visant à toucher l’excitabilité intrinsèque des motoneurones. 

 

9.2. Altération de l’excitabilité extrinsèque des motoneurones et 
excitotoxicité 

 

Comme nous l’avons déjà décrit, la capacité d’un motoneurone à déclencher des potentiels 

d’action dépend de ses propriétés électriques intrinsèques et extrinsèques.  

Les études sur les patients atteints par la SLA mettent en évidence une hyperexcitabilité des 

motoneurones corticaux (Menon, Kiernan, and Vucic 2015; Vucic et al. 2013; Zanette et al. 

2002) et spinaux. En effet, les fasciculations et crampes des patients seraient le reflet d’une 

hyperexcitabilité des motoneurones spinaux. Quant aux études de Jiang et al, elles montent une 

hyperexcitabilité des motoneurones spinaux sacrés chez les souris SOD1G93A âgées de 50 à 90 

jours (Jiang et al. 2009; Jiang et al. 2017). Etant donné les propriétés intrinsèques des 

motoneurones qui les font passer d’une hyperexcitabilité intrinsèque aux stades précoces à une 

hypoexcitabilité intrinsèque avec l’évolution de la maladie, il est très probable que 

l’hyperexcitabilité enregistrée chez les patients et par Jiang et al soit due à des modifications 

des propriétés extrinsèques des motoneurones. Plusieurs arguments étayent cette hypothèse et 

indiquent que ces mécanismes seraient à l’origine de l’excitotoxicité. L’excitabiblité 

extrinsèque résulte de la balance entre les activités synaptiques inhibitrices et excitatrices. Dans 

le cas de la SLA, il semble que la balance excitation/inhibition soit déséquilibrée au profit d’une 

hyperexcitation dépassant des limites physiologiques et conduisant à la mort du motoneurone. 

 

9.2.1. Altération de la connectivité du réseau spinal avec les motoneurones 
 

D’un point de vue organisationnel, plusieurs publications indiquent des réarrangements de la 

transmission et du réseau synaptique spinal. Premièrement, des analyses ont montré une 

diminution du niveau de glycine et de GABA et une augmentation du niveau de glutamate dans 

le cortex moteur et la moelle épinière des patients SLA (Malessa et al. 1991) (Foerster et al. 

2013). Il existe une réduction du nombre de synapses inhibitrices avec les motoneurones chez 

des modèles murins mutés SOD1 (Chang and Martin 2009; Martin and Chang 2012; Saxena et 

al. 2013b) et une diminution de l’expression des récepteurs aux neurotransmetteurs inhibiteurs 

dans la moelle épinière de patients (Hayashi et al. 1981). A propos des synapses excitatrices, 
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aucune différence n’est constatée sur le nombre de synapses glutamatergiques. Parallèlement, 

concernant les synapses excitatrices neuromodulatrices, une quantification des monoamines 

révèle une augmentation du niveau de DA dans la moelle épinière des souris SOD1G93A âgées 

de 10 jours (Milan et al. 2014). Une augmentation du nombre de synapses sérotoninergiques a 

été notée à un stade plus avancé chez des souris âgées de 50 jours (Saxena et al. 2013b).  

Les motoneurones SOD1G93A montrent une hypersensibilité à la NA (Milan et al. 2014). En 

effet, l’application de NA sur des préparations de moelle épinière SOD1G93A exacerbe la 

réponse motrice enregistrée au niveau des racines ventrales comparée à celle des moelles 

sauvages.  

De plus, une augmentation du nombre d’interneurones cholinergiques de la lamina X durant la 

phase pré-symptomatique accompagnée d’une augmentation du volume et du nombre boutons 

C par motoneurone ont été mises en évidence (Milan et al. 2015; Saxena et al. 2013b).  

 

D’un point de vue fonctionnel, l’ensemble de ces changements semblent diminuer la densité 

des courants post-synaptiques inhibiteurs dans les motoneurones de diamètre élevé lors d’une 

stimulation glycinergique évoquée (Martin and Chang 2012), accroître la densité de courants 

post-synaptiques excitateurs spontanés (Jiang et al. 2017; Saba et al. 2016) et exacerbée la 

réponse des motoneurones à un stimulus excitateur (Milan et al. 2014).  

 

9.2.2. Modification des entrées calciques 

 

Si l’augmentation de l’excitabilité extrinsèque conduit aux mécanismes délétères de 

l’excitotoxicité, c’est en partie dû à l’augmentation des influx calciques dans les motoneurones. 

L’augmentation des entrées calciques semble d’autant plus délétère pour les motoneurones FF 

ayant un faible pouvoir tampon du calcium (Chapitre II, paragraphe 8.1.). 

Différents mécanismes pathologiques conduisent à l’augmentation des entrées calciques. 

 

Via les canaux calciques voltage-dépendants 

De par le déséquilibre observé entre les synapses excitatrices et inhibitrices, le seuil d’activation 

des canaux calciques voltage-dépendants est atteint plus facilement par les motoneurones SLA. 

Ceci doit ainsi participer à l’augmentation des influx calciques dans les motoneurones. D’autre 

part, des études ont montré une surexpression des canaux calciques de type L et N par les 

motoneurones SOD1G93A provoquant une augmentation de l’amplitude du courant calcique 

(Chang and Martin 2016; Pieri et al. 2013). 
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Via les récepteurs NMDA 

Les récepteurs acide N-méthyl-D-aspartique (NMDA) sont des récepteurs au glutamate 

ionotropiques cationiques non sélectifs. L’ouverture du canal dépend du ligand, le glutamate, 

et de co-activateurs : la D-sérine et la glycine. Une augmentation des niveaux de ces co-

agonistes est mise en évidence au cours de la SLA et semble participer aux mécanismes 

d’excitotoxicité (Paul and de Belleroche 2014, 2015; Sasabe et al. 2007). 

 

Via les récepteurs AMPA 

Les récepteurs α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolen propionic acid (AMPA) sont 

également des récepteurs ionotropiques au glutamate. Ce sont des hétéro-tétramères constitués 

de sous-unités GluR1, GluR2, GluR3 et GluR4. La présence ou non de la sous-unité GluR2 est 

déterminante pour les propriétés de conductance de ce récepteur. En effet, les récepteurs 

possédant la sous-unité GluR2 sont imperméables au calcium alors que les récepteurs 

dépourvus de cette sous-unité sont perméables au calcium (Isaac, Ashby, and McBain 2007). 

Des études ont montré une diminution de l’expression de GluR2 indiquant un mécanisme 

probable d’excitotoxicité dans les motoneurones en conférant une perméabilité au calcium aux  

récepteurs AMPA (Tortarolo et al. 2006; Takuma et al. 1999). Cependant, la diminution 

d’expression de GluR2 n’est pas toujours retrouvée notamment chez le modèle SOD1G86R 

(Morrison et al. 1998).  

Un mécanisme alternatif serait une altération du processus d’édition de l’ARNm de GluR2. 

Ceci est une modification post-transcriptionnelle qui permet le remplacement d’une glutamine 

(Q) par une arginine (R). Cette édition est déterminante pour la perméabilité au calcium. En 

effet, seule la sous-unité GluR2 éditée est imperméable au calcium (Isaac, Ashby, and McBain 

2007). Si une diminution de l’édition des sous-unités GluR2 dans les motoneurones de patients 

SLA a été rapportée (Kawahara et al. 2004), ce n’est qu’à un stade terminal, et cette déficience 

n’est pas retrouvée chez les modèles animaux SOD1 (Kawahara et al. 2006).  

Les études citées sont majoritairement descriptives et des analyses fonctionnelles sur la 

perméabilité au calcium des récepteurs AMPA manquent encore. 

 

Diminution de la clearance du glutamate 

En parallèle, un excès de glutamate est décelé dans le LCR des patients (Rothstein et al. 1990). 

Cette accumulation serait due à une mauvaise clearance de glutamate. Suite à la libération du 

glutamate dans la fente synaptique, celui-ci doit être rapidement éliminé pour mettre fin au 



63 

 

signal émis par la pré-synapse. Des études in vitro ont montré que l’inhibition de la recapture 

du glutamate était toxique pour les motoneurones spinaux et corticaux et que cette réponse est 

exacerbée par la surexpression de SOD1G93A (Yin and Weiss 2012). Dans les motoneurones, la 

clearance de ce glutamate s’effectue notamment via le transporteur glutamatergique 

astrocytaire « Excitatory amino acid transporter 2 » (EAAT2) qui se retrouve en plus faible 

quantité chez les patients SLA et des modèles animaux SOD1 (Rothstein et al. 1995; Howland 

et al. 2002; Bruijn et al. 1997; Munch et al. 2002). Cependant, les données concernant les 

patients ont été obtenues sur des tissus collectés post-mortem et les données concernant les 

souris SOD1G93A montrent une diminution de EAAT2 à 100 jours (Howland et al. 2002) et 120 

jours (Munch et al. 2002) lorsque la perte motoneuronale est déjà importante et aucune 

diminution d’expression en phase pré-symptomatique. La perte d’EAAT2 doit donc participer 

aux mécanismes neurodélétères mais il semble peu probable qu’elle soit à l’origine de la mort 

des motoneurones. 
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III. TMEM16F et courants chlorures activés par le calcium 
 

1. Les conductances chlorures  
 

Les ions chlorures Cl- sont les anions majoritaires du corps et l’homéostasie chlorure joue un 

rôle fondamental dans l’excitabilité du système nerveux. C’est la régulation fine de l’expression 

des co-transporteurs cation-chlorure (CCC) qui dicte les concentrations intra- et extracellulaires 

d’ions Cl- et ainsi dicte le gradient électrochimique de l’ion Cl- (Blaesse et al. 2009). Dans la 

majorité des cellules matures du système nerveux central, le fort niveau d’expression du co-

transporteur KCC2 maintient une concentration intracellulaire d’ions chlorure [Cl-]i faible et 

une concentration extracellulaire d’ions chlorure [Cl-]e élevée. Dans ce cas, le gradient 

électrochimique des ions Cl- est en faveur d’un influx de Cl- hyperpolarisant lors de l’ouverture 

des canaux Cl- (Ben-Ari et al. 2007; Kamaleddin 2018). 

Les canaux Cl- se subdivisent en plusieurs catégories : 

- Les canaux Cl- activés par le calcium : CaCC pour « Calcium-activated Chloride 

Channel » 

- Les récepteurs canaux, c’est-à-dire les canaux activés par la liaison d’un ligand comme 

le GABA 

- Les canaux Cl- dépendants du voltage : CIC pour « Chloride-conducting Ion Channels » 

- Les canaux Cl- dépendants du volume : VRAC pour « Volume-Regulated Anion 

Channel » 

- Les canaux Cl- activés par l’AMPc : CFTR pour « Cystic Fibrosis Transmembrane 

conductance Regulator » 

 

Le rôle des courants GABA et glycine et celui des CCC dans le système nerveux est largement 

étudié et bien décrit. En revanche, les données concernant le rôle des CaCC dans le système 

nerveux sont beaucoup plus rares. En effet, bien que l’existence des courants CaCC soit connue 

depuis les années 1980, l’identité moléculaire de ces canaux a été découverte des années plus 

tard.  
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2. Les canaux chlorures activés par le calcium (CaCC) 

2.1. Découverte de la conductance CaCC 
 

Ce sont les travaux de Cross en 1981 qui décrivent pour la première fois les courants CaCC 

(Cross 1981). Cross montre que la fertilisation d’un ovocyte de grenouille par un spermatozoïde 

induit une augmentation du calcium intracellulaire qui conduit à une dépolarisation de la 

membrane par un efflux de Cl- et évite ainsi la fertilisation par d’autres gamètes mâles.  

Par la suite les courants CaCC ont été identifiés dans de nombreux types cellulaires et sont 

impliqués dans de multiples fonctions physiologiques : transduction du signal dans les neurones 

olfactifs (Hengl et al. 2010), contraction des muscles lisses (Large and Wang 1996), régulation 

de la pression sanguine (Matchkov et al. 2008), régulation de l’excitabilité des neurones 

sensoriels (Mayer 1985)… 

 

2.2. Propriétés biophysiques des CaCC 
 

Si l’on considère les propriétés biophysiques des CaCC, ce sont des canaux activés par des 

concentrations de calcium intracellulaire de l’ordre du nanomolaire au micromolaire. En effet, 

la concentration d’activation varie énormément suivant le type de CaCC et la cellule dans lequel 

il est exprimé (Kamaleddin 2018). Le calcium peut provenir de sources intracellulaires ou de 

l’ouverture de canaux calciques dépendants du voltage. Les CaCC sont perméables aux 

anions suivant la séquence NO3
− >I− >Br− >Cl− >F−. Ils sont sensibles au voltage et génèrent 

des courants à rectification sortante pour des concentrations de calcium non saturantes. Au-

delà, la relation courant/voltage devient linéaire (Eggermont 2004). Les CaCC peuvent être 

inhibés par l’acide niflumique (NFA), le 5-nitro-2-(3-phenylpropylamino)-benzoate) (NPPB), 

la fluoxetine, la glibenclamide, la mefloquine et le tamoxifène mais ce ne sont pas des 

inhibiteurs hautement sélectifs (Eggermont 2004; Kunzelmann et al. 2007).  

 

2.3. Rôles des CaCC dans le système nerveux 
 

Les CaCC sont exprimés dans de nombreux types de neurones : les neurones sensoriels des 

ganglions rachidiens dorsaux (GRD), les neurones du système nerveux autonome, les neurones 

spinaux, les neurones hippocampiques. Dans les GRD et les neurones spinaux les CaCC ne sont 

présents que dans des sous-populations suggérant une fonction spécifique pour les sous-types 

de neurones concernés (Andre et al. 2003; Frings, Reuter, and Kleene 2000). Les CaCC 
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semblent être impliqués dans la repolarisation des potentiels d’action et dans les mécanismes 

oscillatoires du potentiel membranaire (Hartzell, Putzier, and Arreola 2005).  

Les recherches concernant le rôle des CaCC furent rapidement limitées par le manque 

d’information concernant l’identité moléculaire de ces canaux ioniques empêchant de connaître 

leur structure moléculaire ou leur profil d’expression et de les manipuler spécifiquement via 

des outils génétiques.   

 

3. Identité moléculaire des CaCC 
 

Les CaCC étant présents dans la plupart des cellules et associés à de nombreuses fonctions 

biologiques, il a été très difficile de cloner les gènes codant pour ces canaux. Les expériences 

de clonage sont généralement compliquées par la présence de CaCC endogènes. L’analyse de 

plusieurs candidats moléculaires a donc été menée. Les membres de la famille CLCA pour 

«chloride channel calcium-activated » ont été identifiés comme CaCC potentiels, cependant des 

études ont montré une incompatibilité entre les propriétés biophysiques des CLCA et celles des 

CaCC (Kunzelmann et al. 2007). Le canal CLC-3 pour « chloride channel 3 » a également été 

proposé comme candidat aux CaCC, cepandant des enregistrements chez la souris CLCN3-/- ont 

montré une conductance CaCC identique à celle enregistrée chez la souris sauvage (Arreola et 

al. 2002; Hartzell, Putzier, and Arreola 2005; Jentsch et al. 2002). À ce jour, seules deux 

familles de protéines ont clairement été identifiées comme des CaCC : la famille bestrophine et 

la famille TMEM16 pour «  TransMEMbrane protein 16 ».  

 

3.1. La famille bestrophine 
 

La famille bestrophine est constituée de 4 gènes paralogues chez l’humain et 2 gènes paralogues 

chez la souris codant pour des protéines membranaires. BEST1 est le membre le plus étudié de 

la famille bestrophine. Il est particulièrement exprimé au niveau de la membrane basolatérale 

de l’épithélium pigmentaire de la rétine et joue un rôle majeur dans la vision. La mutation du 

gène codant pour BEST1 est à l’origine de la dystrophie maculaire vitelliforme (Marmorstein 

et al. 2000).  

Plusieurs arguments ont permis de mettre en évidence que BEST1 est un CaCC. Des études ont 

montré que parmi les mutations causant la dystrophie maculaire vitelliforme, certaines affectent 

la fonction  de canal chlorure tandis que d’autres affectent l’insertion de BEST1 à la membrane 

(Milenkovic et al. 2007; Sun et al. 2002; Yu, Cui, and Hartzell 2006). Une analyse 
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structure/fonction de BEST2 a permis de mettre en évidence le domaine jouant le rôle de filtre 

de sélectivité pour les anions dans le pore du canal (Qu and Hartzell 2004).  

De plus, des études ont montré l’existence de courants CaCC médiés par BEST1 dans le 

système nerveux. D’une part, il a été démontré que l’augmentation des courants CaCC mesurée 

suite à une lésion du nerf périphérique est médiée par BEST1 dans les neurones proprioceptifs 

et les mécanorécepteurs. De plus il a été montré que l’expression de BEST1 dans ces conditions 

est nécessaire à la repousse neuritique des nerfs lésés (Boudes et al. 2009; Boudes and Scamps 

2012). D’autre part, des études ont mis en évidence un mécanisme non conventionnel de 

relargage du glutamate et du GABA par les astrocytes qui est dû à la perméabilité du canal 

BEST1 pour ces neurotransmetteurs (Lee et al. 2010; Woo et al. 2012). Cette propriété de 

BEST1 lui confère un rôle important dans les mécanismes de régulation de l’excitabilité 

neuronale dépendants des astrocytes. 

 

3.2. La famille des TMEM16 
 

Suite à l’identification de Bestrophine, en 2008, trois études indépendantes via trois approches 

différentes identifient TMEM16A comme un CaCC (Caputo et al. 2008b; Schroeder et al. 

2008b; Yang et al. 2008b).  

Le groupe de Schroeder et al a utilisé un système d’expression ne comprenant aucun courant 

CaCC endogènes : les ovocytes d’Axolotl dans lequel il a injecté différentes fractions d’ARNm 

provenant d’ovocytes de Xenope connus pour avoir une activité CaCC endogène. Grâce au 

clonage des différents ADNc issus de la fraction d’ANRm d’ovocytes de Xenope générant des 

courants CaCC dans les ovocytes d’Axolotl, le groupe identifie TMEM16A comme un CaCC 

(Schroeder et al. 2008b).  

L’approche de Yang et al est bio-informatique et consiste à cribler les banques de données 

publiques des gènes codant pour des canaux ioniques putatifs afin de sélectionner et étudier 

ceux dont la fonction est inconnue. Ce crible a permis d’isoler le gène Tmem16a comme 

candidat. Son clonage dans un système hétérologue génère un courant CaCC dont les propriétés 

biophysiques récapitulent parfaitement celles des CaCC. TMEM16A est donc identifié comme 

un nouveau CaCC (Yang et al. 2008b).  

Enfin, Caputo et al connaissant l’effet stimulateur de l’interleukine-4 (IL-4) sur l’amplitude des 

courants CaCC, présument que l’IL-4 régule positivement l’expression des gènes codant pour 

des CaCC. De cette façon, ils utilisent des puces à ADN afin d’identifier les gènes de fonction 

inconnue dont le niveau d’expression est augmenté après une stimulation à l’IL-4. Par la suite, 
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l’inhibition par RNAi de chaque gène candidat permet d’identifier Tmem16a comme le seul 

gène codant pour un CaCC dans les cellules de l’épithélium bronchial (Caputo et al. 2008b).  

TMEM16A appartient à la famille de protéine TMEM16 comprenant 10 membres : de 

TMEM16A à TMEM16K (TMEM16I n’existant pas). Chaque protéine de cette famille est 

constituée de 800 à 1000 acides aminés. La famille TMEM16 a également été nommée 

anoctamine (ANO1 à ANO10) à cause de la propriété de canal anionique et des huit domaines 

transmembranaires (DTM) putatifs initialement découverts chez TMEM16A (Yang et al. 

2008b). 

Des études phylogénétiques suggèrent que la famille des TMEM16 est ancienne et comprend 

de nombreux homologues chez les eucaryotes (Pedemonte and Galietta 2014). Chez les 

mammifères, les régions les plus conservées entre les différentes protéines TMEM16 sont celles 

qui forment le pore du canal et une région de la partie C-terminale appelée DUF590 pour 

« domain of unknown function 590 » puis « Anoctamin domain » (Pedemonte and Galietta 

2014).  

Concernant les études de structure-fonction des protéines TMEM16, en accord avec les 

analyses biochimiques initiales (Fallah et al. 2011; Sheridan et al. 2011; Tien et al. 2013), 

l’analyse de la structure cristallographique de l’homologue nhTMEM16 révèle que les 

TMEM16 fonctionnent sous forme d’homodimère. L’analyse de la structure révèle également 

la présence de dix DMT au lieu des huit initialement prédits, la présence d’un domaine pore et 

les extrémités N- et C- terminales cytosoliques (Brunner et al. 2014).  

Les protéines TMEM16 sont exprimées dans l’ensemble de l’organisme (Gritli-Linde et al. 

2009; Rock and Harfe 2008; Schreiber et al. 2010). Elles peuvent avoir différentes localisations 

cellulaires en fonctions du paralogue : la membrane plasmique pour TMEM16A, -B et -F ; le 

réticulum endoplasmique pour TMEM16E et les organelles intracellulaires pour TMEM16C, -

D, -G, -H, -J, -K.  

De plus, bien que les paralogues de la famille TMEM16 aient des séquences assez proches, 

certaines de ces protéines peuvent combiner plusieurs fonctions : une activité de CaCC et une 

activité de scramblase qui permet de faire passer les phospholipides du feuillet interne au 

feuillet externe de la membrane plasmique. Les études ont révélé que les membres TMEM16C, 

D, E, F, G et J seraient des scramblases (Suzuki et al. 2013; Whitlock and Hartzell 2017). 

Depuis 2008, les fonctions de chaque membre de la famille sont examinées et révèlent leur 

importance dans les processus physiologiques et en particulier dans le système nerveux. 

TMEM16A semble jouer un rôle dans l’excitabilité des neurones sensoriels de l’organe 

vomeronasal et celle des cellules cilliées internes de la cochlée (Amjad et al. 2015; Wang et al. 
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2015). TMEM16A est également impliqué dans le codage de l’information nociceptive par les 

neurones sensoriels des GRD. Le relargage de molécules pro-inflammatoires stimule 

l’activation de TMEM16A ce qui dépolarise les neurones et augmente leur fréquence de 

décharge (Liu et al. 2010).  Quant à TMEM16B, en modulant l’excitabilité des neurones de 

l’hippocampe et de l’olive inférieure, il joue un rôle dans l’apprentissage. En effet, TMEM16B 

régule le temps de repolarisation des potentiels d’action des neurones de l’hippocampe et de 

l’olive inférieure et la durée de l’AHP des neurones de l’olive inférieure (Huang et al. 2012; 

Zhang et al. 2017). TMEM16B est également mis en jeu dans la transmission des informations 

de douleur viscérale puisqu’il régule le profil de décharge des neurones thalamo-corticaux via 

la modulation de la durée de l’AHP (Ha et al. 2016b). 

Les fonctions des autres membres de la famille TMEM16 restent inconnues dans le système 

nerveux alors que pour certains, leurs transcrits sont retrouvés dans le cerveau et la moelle 

épinière (Gritli-Linde et al. 2009). De plus, plusieurs mutations dans les gènes codant pour des 

membres de la famille TMEM16 sont associées à des troubles neurologiques et 

neuromusculaires. Des mutations de TMEM16C sont responsables de la dystonie cranio-

cervicale (Charlesworth et al. 2012), celles de TMEM16E peuvent être à l’origine de la 

dystrophie musculaire des ceintures autosomique récessive type 2L (LGMD2L) (Bolduc et al. 

2010; Hicks et al. 2011; Mahjneh et al. 2010) et des mutations de TMEM16K sont observées 

chez les patients atteints d’ataxie cérébelleuse (Renaud et al. 2014). 

 

4. TMEM16F 

4.1. TMEM16F : gène, transcrits et protéine  
 

Le gène Tmem16f est localisé au niveau du chromosome 12 chez l’humain et au niveau du 

chromosome 15 chez la souris. Ces homologues sont très bien conservés entre ces espèces et 

codent pour les variants hV1, hV2, hV3 et hV5 chez l’humain et les variants mV1 et mV2 chez 

la souris (Figure 20). Les variants mV1 et mV2 sont respectivement plus proches des variants 

hV5 et hV1 (Figure 21).  
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4.2. Protéine TMEM16F  

4.2.1. Propriétés fonctionnelles 
 
Plusieurs études mettent en évidence des activités diverses pour TMEM16F. Premièrement, il 

a été montré que TMEM16F agit comme canal ionique. Les études montrent cependant des 

résultats contradictoires concernant la nature des ions auxquels TMEM16F est perméable. 

Certains travaux indiquent que TMEM16F est un canal chlorure, d’autres que TMEM16F est 

un canal mixte cation/chlorure et enfin il a été rapporté que TMEM16F est un canal cationique 

(Kmit et al. 2013; Martins et al. 2011; Yang et al. 2012; Juul et al. 2014). Bien que ces 

discordances existent, il semble que l’on puisse s’accorder sur le fait que le pore du canal 

TMEM16F est moins sélectif aux anions que le pore de TMEM16A et qu’il laisse aussi passer 

des cations (Alvadia et al. 2019; Nguyen et al. 2019; Paulino et al. 2017; Shimizu et al. 2013; 

Yu and Chen 2015). Contrairement à TMEM16A et TMEM16B qui ont une forte sensibilité au 

calcium, (Pedemonte and Galietta 2014; Scudieri et al. 2015; Yang et al. 2008b) il semble que 

celle de TMEM16F soit plus faible (Yang and Jan 2016) (Figure 22). 

Deuxièmement, en plus de son activité CaCC, TMEM16F possède une activité de scramblase. 

Il permet l’exposition de la phosphatidylsérine sur le feuillet externe de la membrane plasmique 

ce qui est un signal pour l’initiation de processus cellulaires tels que la coagulation du sang ou 

l’apoptose (Kmit et al. 2013; Nagata et al. 2016; Suzuki et al. 2010; Yang et al. 2012). Des 

mutations perte de fonction du gène Tmem16f sont notamment à l’origine d’une maladie 

hémorragique appelée le syndrome de Scott (Brooks et al. 2015; Suzuki et al. 2010). Les 

fonctions canal et scramblase sont toutes les deux activées par le calcium à des concentrations 

micromolaires, cependant, il semble qu’elles soient indépendantes l’une de l’autre (Kmit et al. 

2013; Alvadia et al. 2019).  

Figure 20 : Variants de TMEM16F chez la souris 
Schématisation de la séquence du transcrit du variant mV1 comprenant 21 exons et du transcrit 
mV2 dont l’exon 2 a subi un épissage et début des séquences protéiques correspondantes en-
dessous. 



Conservation

F G T L N WF T K V L S V D E S I I K P E Q E F F T A P F E K N R M N D F Y I V D R D A F F N P A T R S R I V Y F I L S R V K Y Q V I N N V S K F G I N R L V N S G I Y K A A F P L H D C K F R R Q S E D P S C P N E R Y L L Y R E WA H P R S I Y K K Q P L D L I R K Y Y G E K I G I Y F AW L G Y Y T Q M L L L A A V V G V A C F L YG Y L NQ D N C T W S K E V C

F G N L NW F T K V L R V N E S V I K P E Q E F F T A P F E K S R M N D F Y I L D R D S F F N P A T R S R I V Y F I L S R V K Y Q V M N N V N K F G I N R L V S S G I Y K A A F P L H D C R F N Y E S E D I S C P S E R Y L L Y R E WA H P R S I Y K K Q P L D L I R K Y Y G E K I G I Y F AW L G Y Y T Q M L L L A A V V G V A C F L YG Y L DQ D N C T W S K E V C

F G T L N WF T K V L S V D E S I I K P E Q E F F T A P F E K N R M N D F Y I V D R D A F F N P A T R S R I V Y F I L S R V K Y Q V I N N V S K F G I N R L V N S G I Y K A A F P L H D C K F R R Q S E D P S C P N E R Y L L Y R E WA H P R S I Y K K Q P L D L I R K Y Y G E K I G I Y F AW L G Y Y T Q M L L L A A V V G V A C F L YG Y L NQ D N C T W S K E V C

F G N L NW F T K V L R V N E S V I K P E Q E F F T A P F E K S R M N D F Y I L D R D S F F N P A T R S R I V Y F I L S R V K Y Q V M N N V N K F G I N R L V S S G I Y K A A F P L H D C R F N Y E S E D I S C P S E R Y L L Y R E WA H P R S I Y K K Q P L D L I R K Y Y G E K I G I Y F AW L G Y Y T Q M L L L A A V V G V A C F L YG Y L DQ D N C T W S K E V C

* * 9 * * * * * * * * 6 * 8 * * 9 * * * * * * * * * * * * * * 9 * * * * * * * 9 * * * 8 * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * 9 * * * 9 * * * * * * * * 9 * * * * * * * * * * * * * 9 * 7 6 8 * * * 6 * * * 9 * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * 8 * * * * * * * * * * *

158

159

179

180

337

338

358

359

Conservation

H P D I G G K I I M C P Q C D R L C P F W K L N I T C E S S K K L C I F D S F G T L V F A V F MG VW V T L F L E F WK R R Q A E L E Y E W D T V E L Q Q E E Q A R P E Y E A R C T H V V I N E I T Q E E E R I P F T AW G K C I R I T L C A S A V F F W I L L I I A S V I G I I V Y R L S V F I V F S A K L P K N I NG T D P I Q K Y L T P Q T A T S I T A S I I S F

D P D I G G Q I L M C P Q C D R L C P F W R L N I T C E S S K K L C I F D S F G T L I F A V F MG VW V T L F L E F WK R R Q A E L E Y E W D T V E L Q Q E E Q A R P E Y E AQ C N H V V I N E I T Q E E E R I P F T T C G K C I R V T L C A S A V F F W I L L I I A S V I G I I V Y R L S V F I V F S T T L P K N P NG T D P I Q K Y L T P Q M A T S I T A S I I S F

H P D I G G K I I M C P Q C D R L C P F W K L N I T C E S S K K L C I F D S F G T L V F A V F MG VW V T L F L E F WK R R Q A E L E Y E W D T V E L Q Q E E Q A R P E Y E A R C T H V V I N E I T Q E E E R I P F T AW G K C I R I T L C A S A V F F W I L L I I A S V I G I I V Y R L S V F I V F S A K L P K N I NG T D P I Q K Y L T P Q T A T S I T A S I I S F

D P D I G G Q I L M C P Q C D R L C P F W R L N I T C E S S K K L C I F D S F G T L I F A V F MG VW V T L F L E F WK R R Q A E L E Y E W D T V E L Q Q E E Q A R P E Y E AQ C N H V V I N E I T Q E E E R I P F T T C G K C I R V T L C A S A V F F W I L L I I A S V I G I I V Y R L S V F I V F S T T L P K N P NG T D P I Q K Y L T P Q M A T S I T A S I I S F

5 * * * * * 7 * + * * * * * * * * * * * * 9 * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * 9 * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * 8 * 9 * * * * * * * * * * * * * * * * * 8 7 * * * * * 9 * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * 8 7 * * * * 6 * * * * * * * * * * * * * 8 * * * * * * * * * * *

338

339

359

360

517

518

538

539

Conservation

I I I M I L N T I Y E K V A I M I T N F E L P R T Q T D Y E N S L T M K M F L F Q F V N Y Y S S C F Y I A F F K G K F V G Y P G D P V Y WL G K Y R N E E C D P G G C L L E L T T Q L T I I M G G K A I W N N I Q E V L L P W I M N L I G R F H R V S G S E K I T P R W E Q D Y H L Q P M G K L G L F Y E Y L E M I I Q F G F V T L F V A S F P L A P L L A L V N N I L

I I I M I L N T I Y E K V A I M I T N F E L P R T Q T D Y E N S L T M K M F L F Q F V N Y Y S S C F Y I A F F K G K F V G Y P G D P V Y L L G K Y R S E E C D P G G C L L E L T T Q L T I I M G G K A I W N N I Q E V L L P WV M N L I G R Y K R V S G S E K I T P R WE Q D Y H L Q P M G K L G L F Y E Y L E M I I Q F G F V T L F V A S F P L A P L L A L V N N I L

I I I M I L N T I Y E K V A I M I T N F E L P R T Q T D Y E N S L T M K M F L F Q F V N Y Y S S C F Y I A F F K G K F V G Y P G D P V Y WL G K Y R N E E C D P G G C L L E L T T Q L T I I M G G K A I W N N I Q E V L L P W I M N L I G R F H R V S G S E K I T P R W E Q D Y H L Q P M G K L G L F Y E Y L E M I I Q F G F V T L F V A S F P L A P L L A L V N N I L

I I I M I L N T I Y E K V A I M I T N F E L P R T Q T D Y E N S L T M K M F L F Q F V N Y Y S S C F Y I A F F K G K F V G Y P G D P V Y L L G K Y R S E E C D P G G C L L E L T T Q L T I I M G G K A I W N N I Q E V L L P WV M N L I G R Y K R V S G S E K I T P R WE Q D Y H L Q P M G K L G L F Y E Y L E M I I Q F G F V T L F V A S F P L A P L L A L V N N I L

* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * 7 * * * * * 9 * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * 9 * * * * * * 9 9 * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *

518

519

539

540

697

698

718

719

Conservation

E I R V D A WK L T T Q F R R L V P E K AQ D I G A WQ P I MQ G I A I L A V V T N A M I I A F T S D M I P R L V Y Y W S F S V P P Y G D H T S Y T M E G Y I N N T L S I F K V A D F K N K S KG N P Y S D L G N H T T C R Y R D F R Y P P G H P Q E Y K H N I Y Y WH V I A A K L A F I I VM E H V I Y S V K F F I S Y A I P D V S K R T K S K I Q R E K Y L T Q K L

E I R V D A WK L T T Q F R R M V P E K A Q D I G AW Q P I M Q G I A I L A V V T N A M I I A F T S D M I P R L V Y Y W S F S I P P Y G D H T Y Y T M D G Y I N N T L S V F N I T D F K N T D K E N P Y I G L G N Y T L C R Y R D F R N P P G H P Q E Y K H N I Y YW H V I A A K L A F I I VM E H I I Y S V K F F I S Y A I P D V S K I T K S K I K R E K Y L T Q K L

E I R V D A WK L T T Q F R R L V P E K AQ D I G A WQ P I MQ G I A I L A V V T N A M I I A F T S D M I P R L V Y Y W S F S V P P Y G D H T S Y T M E G Y I N N T L S I F K V A D F K N K S KG N P Y S D L G N H T T C R Y R D F R Y P P G H P Q E Y K H N I Y Y WH V I A A K L A F I I VM E H V I Y S V K F F I S Y A I P D V S K R T K S K I Q R E K Y L T Q K L

E I R V D A WK L T T Q F R R M V P E K A Q D I G AW Q P I M Q G I A I L A V V T N A M I I A F T S D M I P R L V Y Y W S F S I P P Y G D H T Y Y T M D G Y I N N T L S V F N I T D F K N T D K E N P Y I G L G N Y T L C R Y R D F R N P P G H P Q E Y K H N I Y YW H V I A A K L A F I I VM E H I I Y S V K F F I S Y A I P D V S K I T K S K I K R E K Y L T Q K L

* * * * * * * * * * * * * * * 9 * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * 9 * * * * * * * 6 * * * 9 * * * * * * * * 9 * 6 9 8 * * * * 7 7 * 4 * * * 5 5 * * * 8 * 7 * * * * * * * 7 * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * 9 * * * * * * * * * * * * * * * * * 5 * * * * * 7 * * * * * * * * *

698

699

719

720

877

878

898

899

Conservation

L H E N H L K DM T K NM G V I A E R M I E A V D N N L R P K S E

L H E S H L K D L T K NM G I I A E R I G G T V D N S V R P K L E

L H E N H L K DM T K NM G V I A E R M I E A V D N N L R P K S E

L H E S H L K D L T K NM G I I A E R I G G T V D N S V R P K L E

* * * 9 * * * * 9 * * * * * 9 * * * * 9 7 4 8 * * * 9 9 * * * 5 *

878

879

899

900

910

911

931

932

Conservation

- M K K M S R N V L L Q M E E E E D D D D G D I - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - V L E N L G Q T I V - P D L G S L E S Q H D F R T P E F E E F NG K P D S L F F N DG Q R R I D F V L V Y E D E S R K E T N K K G T N E KQ R R K R Q A Y E S N L I C H G L Q L E A T R S V L D D K L V F V K V H A P WE V L C T Y A E I M H I K L P L K P N D L K N R S S A

MQ MM T R K V L L N M E L E E D D D E DG D I - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - V L E N F D Q T I V C P T F G S L E N Q Q D F R T P E F E E F NG K P D S L F F T DG Q R R I D F I L V Y E D E S K K E N N K K G T N E KQ K R K R Q A Y E S N L I C H G L Q L E A T R S V S D D K L V F V K V H A P WE V L C T Y A E I M H I K L P L K P N D L K T R - S P

- M K K M S R N V L L Q M E E E E D D D D G D I G D V P A S R R P F L T P H T H L P S S L V L E N L G Q T I V - P D L G S L E S Q H D F R T P E F E E F NG K P D S L F F N DG Q R R I D F V L V Y E D E S R K E T N K K G T N E KQ R R K R Q A Y E S N L I C H G L Q L E A T R S V L D D K L V F V K V H A P WE V L C T Y A E I M H I K L P L K P N D L K N R S S A

MQ MM T R K V L L N M E L E E D D D E DG D I G D V P D S R R P F L A P H T P L P S G L V L E N F D Q T I V C P T F G S L E N Q Q D F R T P E F E E F NG K P D S L F F T DG Q R R I D F I L V Y E D E S K K E N N K K G T N E KQ K R K R Q A Y E S N L I C H G L Q L E A T R S V S D D K L V F V K V H A P WE V L C T Y A E I M H I K L P L K P N D L K T R - S P

- 8 7 7 8 6 9 7 9 * 6 8 6 5 * * 9 * * 9 * * * * - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - * * * * 8 5 * * * * - * 7 8 * * * * 9 * 6 * * * * * * * * * * * * * * * * * * * 9 * * * * * * * * 9 * * * * * * * 9 * * 9 * * * * * * * * * 9 * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * 5 * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * 9 * - * 7

1

1

1

1

157

158

178

179

hV1 sp|Q4KMQ2|ANO6_HUMAN/1-910

mV2 sp|Q6P9J9|ANO6_MOUSE/1-911

hV5 sp|Q4KMQ2-2|ANO6_HUMAN/1-931

mV1 tr|A0A2I3BPX3|A0A2I3BPX3_MOUSE/1-932
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Figure 21: Alignement des séquences des variants de TMEM16F humains hV1, hV5 et murins mV1 et mV2.
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4.2.2. Structure de la protéine TMEM16F 
 

La structure de cristallographique de nhTMEM16 (homologue de TMEM16 chez le fungi) a 

permis de déterminer l’architecture générale des protéines de la famille TMEM16. Depuis, la 

structure spécifique de chaque membre murin de la famille TMEM16 est étudiée. Comme tous 

les membres de la famille, TMEM16F forme des homodimères, possède 10 DTM, des parties 

N- et C-terminales intra-cytoplasmiques et un site de fixation au calcium extrêmement bien 

conservé (Alvadia et al. 2019; Brunner et al. 2014). En accord avec les analyses 

phylogénétiques, l’étude spécifique de TMEM16F montre que cette protéine est un 

intermédiaire entre TMEM16A qui est un pur CaCC et nhTMEM16 qui est une pure 

scramblase. TMEM16F possède à la fois un domaine SCRD pour « scrambling domain » et des 

résidus dans la région pore permettant le passage des ions (Gyobu et al. 2017; Nguyen et al. 

2019) (Figure 23).  

 

Figure 22 : Sensibilité différentielle au calcium entre les paralogues TMEM16A et 
TMEM16F 
Traces représentatives des courants médiés par les canaux TMEM16A (gauche) et TMEM16F 
(droite) exposés à des concentrations (micromolaires) en calcium intracellulaire variables.  
(Adaptée de l’article (Yang and Jan 2016)) 
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L’analyse de TMEM16F en présence et en absence de calcium révèle des conformations 

différentes (Alvadia et al. 2019). Sans calcium, TMEM16F n’a ni activité de CaCC ni activité 

de scramblase et la protéine est en conformation fermée. En présence de calcium, TMEM16F 

est compétent pour les fonctions CaCC et scramblase. Cependant, bien que ces deux fonctions 

soient activées par le même ligand, il semble qu’elles soient médiées par des conformations 

différentes de TMEM16F. Après la fixation du calcium il existerait une conformation 

permettant le passage des ions et une conformation permettant le passage des phospholipides 

(Figure 24). De plus, l’équilibre entre ces deux conformations pourrait dépendre du potentiel 

de membrane et expliquer le caractère rectifiant sortant de TMEM16F.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 23 : Structure de la protéine TMEM16F 
TMEM16F comprend dix DTM notés de 1à 10. Les extrémités N- et C-terminales sont 
cytoplasmiques. La protéine possède un domaine SCRD qui recouvre une partie du DTM4, la 
boucle intracellulaire liant les DTM4 et 5 et une partie du DTM5 permettant le passage des 
phospholipides. Il existe deux sites de liaison au calcium formés par les DMT6, 7 et 8.  
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4.3. Expression de TMEM16F et courants CaCC dans les motoneurones 

 

Comme cela a déjà été noté, le rôle des membres de la famille TMEM16 dans le système 

nerveux est inconnu à l’exception de TMEM16A et B impliqués dans la régulation de 

l’excitabilité neuronale. De façon intéressante, les résultats du laboratoire démontrent la 

présence de CaCC dans les motoneurones. 

Une première analyse transcriptionnelle des membres TMEM16 au cours du développement 

indique la présence de différents membres dans le tube neural. En particulier, le transcrit du 

gène Tmem16f est retrouvé dans la partie ventrale du tube neural correspondant à l’aire des 

motoneurones (Gritli-Linde et al. 2009). Par la suite, les résultats du laboratoire ont mis en 

évidence que les courants CaCC enregistrés dans les motoneurones sont produits par 

TMEM16F (voir partie « Résultats »). Étant donné l’importance des ions chlorures et des CaCC 

dans la fonction neuronale, l’identification de la protéine responsable des courants CaCC dans 

les motoneurones permet de fournir une nouvelle cible pour la compréhension des mécanismes 

cellulaires impliqués dans l’excitabilité motoneuronale en conditions physiologiques et 

pathologiques. Les objectifs de mon travail de thèse se sont donc focalisés sur les points 

suivants : 

Figure 24: Modèle du mécanisme d’alternance entre pore ionique et cavité lipidique 
Sans calcium, TMEM16F est en conformation fermée et est non conductif. La liaison du 
calcium permet de générer deux conformations ouvertes différentes : une conformation 
permettant la conduction des ions et une conformation permettant la conduction des 
phospholipides (PSL). 
On retrouve les ions traversant le pore en vert, le calcium en bleu, les PSL en rouge et le 
domaine SCRD en magenta.  
(Figure adaptée de l’article (Alvadia et al. 2019)) 
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- Identifier le rôle de TMEM16F dans l’excitabilité des motoneurones 

- Déterminer quel est l’impact fonctionnel de TMEM16F sur le comportement moteur 

- Analyser l’effet de la déplétion génétique de TMEM16F sur l’évolution de la SLA 
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1. Les modèles animaux 

1.1. Les lignées murines 
 

L’ensemble des expérimentations animales a été approuvé par le comité d’éthique national et 

effectué suivant les directives européennes sur l’utilisation des animaux de laboratoire. 

Plusieurs lignées murines ont été utilisées pour atteindre les objectifs du projet. Elles sont toutes 

maintenues sur un fond génétique C57BL/6. Les souris SOD1G93A et Hb9::GFP proviennent 

des laboratoires « Jackson Labs » et les souris TMEM16F-/- proviennent du laboratoire du Dr 

Lily Y Jan de l’Université UCLA (Yang et al. 2012).  

Les travaux qui ont été menés ont requis l’utilisation de ces lignées afin de combiner des 

expériences de l’in vitro à l’in vivo et identifier le rôle de TMEM16F dans la physiologie et la 

physiopathologie du motoneurone.  

 

1.2. Génotypage 
 

Le génotypage des animaux a été effectué à partir d’ADN extrait de biopsies de queue de souris. 

Les souris TMEM16F-/- sont génotypées suivant un protocole de PCR multiplex avec les paires 

d’amorces suivantes :  

- Tmem16f sens : ACTGGAAATTTTTACTTGGCT, et anti-sens: 

CAGCCAACGAAGCAGGAAGCT.  

- Tmem16f sens: AACTGACCTCCAGCATCCCAG, et anti-sens: 

CGCTTCACTATGAATAACTGC.  

Les souris SOD1G93A  sont également génotypées suivant un protocole de PCR multiplex avec 

les paires d’amorces suivantes : 

- SOD13 sens: 5’-TTCTGTTCCCTTCTCACTGT-3’ ; et anti-sens: 5’-

TCCCCTTTGGCACTTGTATT-3’ . 

- SOD15 sens: 5’-TGTTGGGAGGAGGTAGTGATTA-3’ ; et anti-sens: 5’-

AGCAGAGTTGTGTTAGTTTTAG-3’. 

Les souris Hb9::GFP sont génotypées par PCR avec les paires d’amorce suivantes :  

- Hb9 sens : 5'-GCTGTTCACCGGGGTGGTGC-3' ; et anti-sens 5'- 

GGGGCAAACAACAGATGGC-3'.  
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2. Mise en place des préparations destinées aux enregistrements 
électrophysiologiques 

 

Afin d’étudier les propriétés biophysiques des CaCC et en particulier celles de TMEM16F dans 

les motoneurones, une partie de l’étude électrophysiologique a été menée sur des cultures 

primaires de motoneurones. L’autre partie a été réalisée sur des tranches de moelle épinière afin 

d’identifier l’influence de TMEM16F sur l’excitabilité des différentes sous-populations de 

motoneurones.  

 

2.1. Culture de motoneurones 

2.1.1. Dissection et culture cellulaire 
 

Les cultures primaires de motoneurones sont issues d’embryons âgés de 12,5 jours. Comme 

cela a été décrit (Raoul et al. 2002), les embryons sont disséqués afin d’extraire la partie du tube 

neural qui contient les progéniteurs de motoneurones spinaux. Après une dissociation 

mécanique et un traitement à la trypsine, les plus grandes cellules sont isolées via une 

purification par centrifugation suivant un gradient de densité.  

Une étape d’immunopurification peut être ajoutée pour obtenir une pureté en motoneurones 

d’environ 90%. Dans ce cas, après la purification suivant le gradient de densité, les neurones 

sont incubés 20 minutes à 4°C en présence  de 2µL d’anticorps anti-p75 de souris (Millipore) 

dilués dans 80µL de milieu L-15. Après un lavage des anticorps primaires dans du milieu L-15, 

les neurones sont incubés 15 minutes en présence de 10µL d’anticorps secondaires anti-souris 

couplés à des microbilles magnétiques (Miltenyi Biotec). Enfin, les neurones sont placés dans 

une colonne de séparation disposée sur un aimant. Après un lavage de la fraction négative, les 

motoneurones sont récupérés en retirant l’aimant. Les cellules sont resuspendues dans un  

milieu neurobasal supplémenté en facteurs neurotrophiques (1 ng/ml BDNF, 100 pg/ml GDNF, 

and 10 ng/ml CNTF), 2% serum de cheval, B27 (Life Technologies), 50µM L-glutamine, 25µM 

L-glutamate et 25µM mercaptoethanol. 

L’ensemencement se fait à 2500 cellules par puit dans des puits contenant des lamelles 

recouvertes de poly-ornithine/laminine.  

 

2.1.2. Inhibition de l’expression des gènes Tmem16 par siRNA 
 

Afin de mettre en évidence l’identité moléculaire du CaCC exprimé dans le motoneurone, des 

expériences d’ARN interférence ont été menées sur les cultures primaires de motoneurones 
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Hb9::GFP. Les siRNA « ON-TARGETplus SMART pools » (Dharmacon) ont été électroporés 

individuellement, motoneurone par motoneurone à 6-7 jours in vitro (JIV) avec une électrode 

délivrant des pulses de courant négatif d’1ms à une fréquence de 100Hz pendant 1 seconde 

(Axoporator 800A, Molecular Devices) (Boudes et al. 2008). Les électrodes ont été remplies 

avec 8µL de solution contenant 145mM KCl, 10mM HEPES, 3mM dextran-rhodamine et 1µM 

siRNA. Deux jours après l’électrolocation, les cellules Hb9::GFP+ et rhodamine-dextran+ sont 

enregistrées.  

Afin de mettre en évidence l’identité moléculaire du CaCC exprimé dans le motoneurone, des 

siRNA contrôle et dirigés spécifiquement contre chaque membre de la famille TMEM16 

exprimés dans les motoneurones ont été électroporés (Tableau 3).  

 

 
Tableau 3 : Séquence des siRNA utilisés pour l’inhibition de l’expression de chaque gène 

Tmem16 exprimé dans les motoneurones 

 

Gène Séquence des siRNA 

Contrôle 5’-UGGUUUACAUGUCGACUAA-3’ 

Tmem16a 5’-CGGUCCAACAUCCGGGUUA-3’ 
5’-CCAGAAACAAAGAGACCGA-3’ 
5’-UAUAAAGAUUACCGGGAAC-3’ 
5’-GCAGAAUGGUACCUAGGAA-3’ 

Tmem16b 5’-GUUCAAAGAUUAUCGAGAA-3’ 
5’-CCGCAUUGUACACGAGAUU-3’ 
5’-CCAAGAAAAUGUACGAGAU-3’ 
5’-ACGCAUGAGUACACCAUAU-3’ 

Tmem16c 5’-GAUAACAACUGAAGCGUCA-3’ 
5’-CAAGUGGAAUUUCGUCAAA-3’ 
5’-GAUUAGUCACAAUGAACGA-3’ 
5’-CAAAAGUGGGUAUCCGUAA-3’ 

Tmem16d 5’-CCUAUGGACUCUUCGAUGA-3’ 
5’-GAUCUAAGGGACCGGAUGA-3’ 
5’-CGAGCAAGCAUGCACGUUA-3’ 
5’-GAACUUGGCUACCCGUUAA-3’ 

Tmem16f 5’-ACAUCAAACUCCCGCUAAA-3’ 
5’-AGAAAUACCUCACGCAGAA-3’ 
5’-GAAUCUAAUUGGACGAUAU-3’ 
5’-GGGCAAAUACAGAAGCGAA-3’ 

Tmem16h 5’-CCAUCGUGGUAAACUGCUA-3’ 
5’-ACGAGGAAUACGAGGGCGA-3’ 
5’-GUGGCAAGGAGGAGGACGA-3’ 
5’-GAGCUGGGCUUGCGAACCA-3’ 

Tmem16k 5’-CAUUAAAGUCUGAGGUCGA-3’ 
5’-GUGCGAGGGUAAAGCGGAA-3’ 
5’-GGGCAGAAGCAGUCGGUCU-3’ 
5’-CUUACUGGCUGCAGCGGAA-3’ 
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2.2. Coupe de moelle épinière 
 

Les analyses de l’activité électrique in situ ont été réalisées sur des coupes de moelle épinière 

lombaire issues de souris WT, TMEM16F-/-, SOD1G93A et TMEM16F-/- ; SOD1G93A âgées de 8 

à 10 jours (P8-P10). En effet, à cet âge précoce, le niveau de maturité du système nerveux est 

compatible avec la préparation des coupes de moelle épinière.  

24h avant l’expérience, les souriceaux reçoivent une injection intra-péritonéale d’un marqueur 

rétrograde : le hydroxystilbamidine, methanesulfonate (Fluoro-gold; 0.04 mg/g; Thermo Fisher 

Scientific) pour marquer et repérer les motoneurones. En effet, grâce à ses propriétés de traceur 

rétrograde, le Fluoro-gold marque les corps cellulaires des neurones ayant des terminaisons 

synaptiques périphériques. Dans la corne ventrale de moelle épinière, seuls les motoneurones 

sont marqués. 

Le jour de l’expérience, les souris âgée de P8 à P10 sont décapitées puis subissent une 

laminectomie pour isoler la moelle épinière et ne préserver que la partie lombaire. L’ensemble 

de la dissection est effectuée sur glace dans une solution contenant 190mM sucrose, 20mM 

dextrose, 25mM NaHCO3, 1.25mM KH2PO4, 0.75mM K-gluconate, 1mM CaCl2, 4mM 

MgSO4, 3mM myo-inositol, 5mM Na-pyruvate, 1mM L-ascorbic acid et 95% d’O2, 5% de CO2 

pour un pH final de 7.4. La partie lombaire est ensuite placée dans une solution d’agarose 3% 

ayant une faible température de fusion pour éviter d’endommager le tissue. La solution est mise 

à polymériser à 4°C, puis le bloc contenant la moelle épinière est fixé sur la plateforme du 

vibratome (Leica VT1200S). Des coupes transversales de 280µm sont réalisées dans la solution 

de dissection 95% d’O2, 5% de CO2 à 4°C puis placées au moins 1h à 32°C dans une solution 

de récupération c’est –à-dire une solution d’enregistrement complémentée avec 3mM myo-

inositol, 5mM Na-pyruvate et 1mM L-ascorbic acid afin d’optimiser la survie des 

motoneurones.  

 

3. Enregistrements électrophysiologiques et pharmacologie 
 

Pour les enregistrements sur culture primaire, les expériences d’électrophysiologie ont été 

réalisées entre 7 et 10 JIV, en configuration cellule entière et à température ambiante (TA). Les 

enregistrements des motoneurones transfectés avec les si-RNA ont été effectués 48h après 

l’électroporation. L’acquisition des enregistrements se fait via un amplificateur Axopatch 

200B, une interface Digidata 1322A A/D et le logiciel pClamp8 software (Molecular Devices). 
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L’enregistrement des courants CaCC a été effectué dans un milieu optimisé pour isoler les 

courants calciques et chlorures des autres courants activés par le voltage. La solution de liquide 

extracellulaire est composée de 145mM N-Methyl-D-Glucamine (NMDG), 2mM CaCl2, 

1.5mM MgCl2, 10mM HEPES et 10mM glucose, pour un pH ajusté à 7.4 avec de l’HCl. Les 

pipettes de 3-5mΩ sont quant à elles remplies avec une solution contenant 145mM CsCl ([Cl-]i 

élevée) ou 10mM CsCl - 145mM Cs-methane sulfonate ([Cl-]i faible), 10mM HEPES, 2mM 

Mg-ATP, 0.5mM Na2-GTP pour un pH ajusté à 7.35 avec du CsOH.  

 

L’acquisition des enregistrements sur coupe de moelle épinière se fait via un amplificateur 

Multiclamp 700B, une interface Digidata 1550A et le logiciel pClamp10 software (Molecular 

Devices). 

Lors de l’enregistrement de l’activité électrique des motoneurones in situ, les tranches de moelle 

épinière sont placées dans une chambre et perfusées avec une solution d’enregistrement 

chauffée à 32°C et contenant : 115mM NaCl, 2.5mM KCl, 25mM NaHCO3, 1.25mM 

NaH2PO4, 1.5mM MgCl2, 2.5mM CaCl2, 10mM glucose (95% O2-5% CO2) avec un pH de 

7.4. Les pipettes de 3-5mΩ sont remplies avec une solution intracellulaire composée de 10mM 

KCl, 135mM K-methane-sulfonate, 1.5mM Mg-ATP, 0.5mM Na-GTP, 0.1mM EGTA, 10 mM 

HEPES, pour un pH ajusté à 7.35.  

Les motoneurones sont repérables à leur marquage fluoro-gold.  

Les différentes molécules pharmacologiques utilisées sont : l’acide niflumique 100 µM (NFA) 

et l’oxotrémorine 10 µM (Sigma).  

 

4. Analyse transcriptionnelles par RT-PCR 
 

Les extractions d’ANRm ont été réalisées afin de quantifier le niveau d’expression des 

différents gènes Tmem16 dans les motoneurones (issus des cultures primaires) et dans la moelle 

épinière de souris âgées de 30 jours.  

L’extraction d’ARNm des motoneurones en culture a été réalisée à partir de 30 000 

motoneurones immunopurifiés issus de cultures à 7 JIV via l’utilisation du kit RNeasy Mini Kit 

(Qiagen).  

L’extraction des ARNm de la moelle épinière se fait sur tissus frais. Pour cela, les souris sont 

anesthésiées avec une dose létale de pentobarbital, puis une perfusion intracardique de PBS 1X 

est réalisée afin d’éliminer le sang. Une laminectomie est ensuite effectuée pour isoler la moelle 

épinière. Celle-ci est ensuite placée dans un tampon stabilisant RNAlater (Qiagen) puis les 
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ARNm sont extraits (RNeasy mini kit, Qiagen). Brièvement, la moelle est immergée dans un 

tampon de lyse puis dissociée mécaniquement et homogénéisée grâce à des passages dans une 

seringue. Le lysat est ensuite dilué au ½ dans une solution d’éthanol 70% et les ARNm sont 

isolés des autres composants cellulaires en utilisant les colonnes RNeasy minispin columns. 

Après élution des ARNm, l’ADN génomique restant est éliminé, puis un dosage par 

spectrophotométrie est réalisé au nanodrop 2000 (Thermo Scientific). Enfin, une rétro-

transcription est effectuée et les cDNA collectés sont dilués dans de l’eau est stockés à -20°C 

(QuantiTect Reverse Transcription Kit, Qiagen).  

La PCR quantitative utilisant le SYBR Green (Qiagen) pour la detection par le système 

LightCycler (Roche Diagnostics) est réalisée à partir de 5ng de cDNA. Une étape de 

dénaturation initiale est effectuée pendant 15min à 95°C suivie de 45 cycles de PCR : 15s à 

94°C, 20s à 60°C et 35s à 72°C. Les niveaux d’expression des transcrits sont normalisés avec 

le niveau d’expression du gène de ménage codant pour l’ARN polymérase II polypeptide J 

(Polr2J). Les amorces utilisées pour les différentes PCR quantitatives sont regroupées dans le 

Tableau 4. 

 

Tableau 4 : Séquences des amorces utilisées pour réaliser les PCR quantitatives 

Gène Amorce sens Amorce anti-sens 

Tmem16a 5’-TTCGTCAATCACACGCTCTC-3’ 5’-GGGGTTCCCGGTAATCTTTA-3’ 

Tmem16b 5’-CGCATGCACTTTCACGACAA-3’ 5’-ATCCAGTGGCCCAAGTTCAA-3’ 

Tmem16c 5’-TTGGGAAGATTCGTAGGCCA-3’ 5’-TGTGTCGTGACCACCAGTTT-3’ 

Tmem16d 5’-ATCCATCAACGGCGAAGTGT-3’ 5’-TTATTGACCGTCTGCCTGGT-3’ 

Tmem16e 5’-TTGCAAGAACTGGGCTCGAT-3’ 5’-GAGCCGCAAACAACAGCATT-3’ 

Tmem16f 5’-TCTGGTGCTGGAAAACTTTGA-3’ 5’-TCGGGCTTCCCGTTAAATTC-3’ 

Tmem16g 5’-TCCTCAATTTCACGCTGGCA-3’ 5’-AGAACACGGCCAATGGAGAA-3’ 

Tmem16h 5’-CACAAGGCATGGATGAAGACA-3’ 5’-GTATGTGGCGGTGACAAAGAA-3’ 

Tmem16j 5’-TGCCATCTTCATGGCACTGT-3’ 5’-TGACGGTGGTCTTTCAGCTT-3’ 

Tmem16k 5’-TCCTGAATTGCTTCGCCTC-3’ 5’-AATGCCTGAACCTTCCGCTT-3’ 

 

 

5. Surexpression de TMEM16F dans un système hétérologue 

5.1. Culture et transfection des cellules HEK293T 
 

Afin de déterminer la sélectivité de notre anticorps anti-TMEM16F extracellulaire, nous avons 

utilisé un système d’expression hétérologue dans lequel nous avons transfecté un plasmide 

contenant la séquence codante de TMEM16F couplée à celle de la protéine mCherry pour 

surexprimer les variants de TMEM16F mV1 puis mV2. Les expériences d’immunomarquage 
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décrites ci-après ont permis de comparer le signal produit par l’anticorps anti-TMEM16F 

extracellulaire dans les cellules transféctées mCherry + et non transfectées mCherry -.  

Les cellules HEK293T sont cultivées dans du milieu DMEM supplémenté en SVF 10% et 

pénicilline/streptomycine 1%, maintenues à 37°C à 7.5% CO2. Les cellules sont ensemencées 

à 20 000 cellules par puit. 24h plus tard, les cellules sont transfectées au JetPEI avec 1µg de 

plasmide pour chaque puit. 72h après la transfection, les cellules sont fixées, puis 

immunomarquées. 

 

5.2. Vecteur d’expression 
 

Le vecteur d’expression codant pour le variant 1 (V1, accession no. NM 001253813), et le 

variant 2 (V2, accession no. NM 175344) ont été obtenus par GeneCopoeia (Rockville, MD, 

USA). Les plasmides contiennent une séquence IRES permettant de coupler l’expression de 

TMEM16F à celle de la mCherry.  

 

6. Immunohistochimie/Immunocytochimie 
 

Afin de déterminer le profil d’expression de TMEM16F, nous avons réalisé une analyse 

immunohistochimique sur la moelle épinière et une analyse immunocytochimique dans le 

système d’expression hétérologue (les cellules HEK293T). De plus, lors de l’étude des souris 

SOD1G93A et SOD1G93A ; TMEM16F-/-, des analyses immunohistochimiques ont été effectuées 

sur la moelle épinière et le muscle pour déterminer l’impact de la délétion de TMEM16F sur 

certains facteurs de la pathologie tels que la mort des motoneurones, le stress des motoneurones 

et la dénervation des JNM.  

 

6.1. Mise en place et préparation des échantillons 
 

Moelle épinière 

Des souris WT et TMEM16F-/- à P40 et P110 ainsi que SOD1G93A et SOD1G93A ; TMEM16F-/-  

à P110 ont été anesthésiées avec une dose létale de pentobarbital et perfusées en intracardiaque 

avec une solution de PBS 1X puis une solution de paraformaldehyde (PFA) 4%. Une 

laminectomie a ensuite été réalisée. Seule la partie lombaire de la moelle épinière est préservée 

et post-fixée 45min dans une solution de PFA 4%. Après la déshydratation du tissu dans une 
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solution de sucrose 30%, la moelle épinière est incluse dans un milieu cryoprotecteur OCT et 

congelée à -80°C.  

Des coupes de moelle épinière de 18µm sont réalisées au cryostat Leica CM 1950 et récupérées 

sur des lames. Après que les lames aient séché 30min, elles sont rincées dans du PBS 1X puis 

subissent une étape de démasquage antigénique dans un tampon citrate (pH 6) chauffé 20min à 

95°C. Après un nouveau rinçage au PBS 1X, les lames sont incubées 1h30 à TA dans un tampon 

de blocage PBS 1X, 20% sérum d’âne et 0.4% triton, puis incubées 48h à 4°C dans une solution 

d’anticorps primaires dilués dans la solution de blocage. Après trois lavages de 15 min au PBS 

1X, les lames sont incubées 1h à TA dans une solution d’anticorps secondaires dilués dans la 

solution de blocage. Après trois lavages de 15min au PBS 1X, les coupes sont montées entre 

lame et lamelle dans du mowiol.  

 

Muscle 

Des souris SOD1G93A et SOD1G93A ; TMEM16F-/- à P110 ont été anesthésiées avec une dose 

létale de pentobarbital et perfusées en intracardiaque avec une solution de PBS 1X. Les muscles 

tibialis anterior et gastrocnémien sont prélevés puis déshydratés dans une solution de sucrose 

30% et inclus dans un milieu cryoprotecteur OCT et congelé à -80°C.  

Pour le marquage des JNM, des coupes de muscle de 30µm sont réalisées au cryostat (Leica 

CM 1950 et récupérées sur des lames. Après que les lames aient séché 30min, elles sont rincées 

dans du PBS 1X puis incubées 1h30 à TA dans un tampon de blocage PBS 1X, 2% BSA et 

0.4% triton, puis incubées 48h à 4°C dans une solution d’anticorps primaires dilués dans la 

solution de blocage. Après trois lavages de 15 min au PBS 1X, 2% BSA, les lames sont incubées 

1h à TA dans une solution d’anticorps secondaires et d’alpha-bungarotoxine (α-BTX) dilués 

dans la solution de blocage PBS 1X, 2% BSA et 0.1% triton. Après trois lavages de 15min au 

PBS 1X, les coupes sont montées entre lame et lamelle dans du mowiol. 

 

Culture cellulaire 

Pour la vérification de la spécificité de notre anticorps anti-TMEM16F, les cellules HEK sont 

fixées dans une solution de PFA 4% 72h après la transfection du plasmide mCherry comprenant 

les séquences codant pour le variant mV1 ou mV2 de TMEM16F. Après trois lavages de 10 

min dans du PSB 1X, 15% sérum d’âne, les cellules sont incubées 20min à TA dans une solution 

de blocage PBS 1X, 15% sérum d’âne et 0.1% triton puis 2h à TA dans une solution d’anticorps 

primaires anti-TMEM16F extracellulaire dilués dans la solution de blocage. Après trois lavages 

au PBS 1X, 15% sérum d’âne, les cellules sont incubées 1h à TA dans une solution d’anticorps 
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secondaires dilués dans la solution de blocage. Les cellules sont ensuite lavées trois fois dans 

une solution de PBS 1X puis incubées 10min dans une solution de PBS 1X, DAPI 1:1000. Enfin 

les cellules sont montées entre lame et lamelle dans du mowiol.  

 

Pour la quantification des marquages, l’acquisition des images a été réalisée avec un microscope 

Apotome Zeiss AxioImager Z1. Pour les illustrations, l’acquisition des images a été réalisée 

avec un microscope confocal Zeiss LSM 700. Le traitement des images a été effectué avec les 

logiciels Zen (Zeiss) et Image J (National Institutes of Health, USA).  

 

6.2. Anticorps 
 

Les anticorps primaires utilisés pour les marquages immunohistochimiques sont: lapin anti-

TMEM16F N-term (AA46-60, 1:500; procurés par  Dr L Yan (Yang et al. 2012)), lapin-anti-

TMEM16F extracellulaire (AA480-529, 1:500; Aviva systems biology); lapin anti-MMP9 

(1:1000 Abcam), lapin anti-ATF3 (Sc-188 1:500, Santa Cruz) chèvre anti-VAChT (1:1000; 

Millipore), chèvre anti-ChAT (1:400; Millipore), souris anti-SMI-32 (1:1000; Sternberger 

Monoclonals), souris anti-Na+K+-ATPase α1 (1:100; clone 4αF, Developmental Studies 

Hybridoma Bank, DSHB), souris anti-ERRγ/NR3B3 (1:200; R&D systems), souris anti-

neurofilament-M (1:250; clone 2H3, DSHB), souris anti- synaptic vesicle glycoprotein 2A 

(1:100; SV2, DSHB), souris anti-synaptophysin (1:100; Millipore), souris anti-

synaptobrevin2/VAMP2 (1:500; Synaptic Systems), cochon d’Inde anti-VGluT1 (1:2500; 

Millipore), cochon d’Inde anti-VGlut2 (1:1000; Synaptic Systems). Les anticorps secondaires 

couplés au fluorophore Alexa-488 ou -594 ou -647 et l’α-BTX couplé à la rhodamine (Life 

Technologies) ont été utilisés au 1:1000. 

 

7. Western blot 

7.1. Mise en place et extraction des protéines 
 

Des souris WT et TMEM16F-/- à P40 ont été anesthésiées avec une dose létale de pentobarbital 

et perfusées en intracardiaque avec une solution de PBS 1X. Une laminectomie est ensuite 

réalisée pour isoler la moelle épinière. Pour l’extraction des protéines, la moelle épinière est 

placée dans un tampon de lyse RIPA contenant 50mM Tris-HCl pH7.5, 150mM NaCl, 0.1% 

SDS, 0.5 sodium deoxycholate, 1% Triton et un cocktail d’inhibiteurs de protéases (Roche 

Diagnostics). La moelle épinière est broyée mécaniquement à l’aide d’un potter électrique et le 
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lysat reste à incuber sur glace pendant 20min. Après centrifugation, le surnageant contenant les 

protéines totales est prélevé et un dosage Bradford est réalisé. 20µg de protéines sont ensuite 

prélevés, dilués dans du laemmli 2X et chauffés 5min à 95°C. Après avoir déposé les 

échantillons, les protéines sont séparées via une électrophorèse à 150V sur gel SDS-PAGE 

10%. Après un transfert des protéines sur une membrane de nitrocellulose et un lavage dans 

une solution 150mM NaCl, 10mM Tris-HCl pH8 et 0.1% Tween-20 (TBST), la membrane est 

incubée 1h à TA dans une solution de blocage TBST 5% régilait.  La membrane est ensuite 

incubée toute la nuit à 4°C dans une solution d’anticorps primaires dilués dans la solution de 

blocage. Après trois lavages de 15min dans du TBST, la membrane est incubée 1h à TA dans 

une solution d’anticorps secondaires dilués dans la solution de blocage. Après trois lavages de 

15min au TBST, les protéines sont détectées par chimioluminescence (ECL, GE Healthcare). 

 

7.2. Anticorps 
 

Les anticorps primaires utilisés pour les marquages en western blot sont : lapin anti-TMEM16F 

N-term (AA46-60, 1:500; procurés par  Dr L Yan (Yang et al. 2012)) et souris anti-actine 

(1:1000 Sigma). Les anticorps secondaires sont couplés HRP et dilués au 1:1000 (Dako). 

 

8. Analyse comportementale 
 

Pour l’analyse comportementale sur le rôle de TMEM16F dans le comportement moteur des 

souris, les cohortes de souris WT et TMEM16F-/- ont été obtenues par croisement de géniteurs 

hétérozygotes TMEM16F+/-. Les cohortes sont composées de 15 souris âgées de 8 semaines et 

ont un ratio mâles/femelles proche de 1. 

Pour l’analyse comportementale sur le rôle de TMEM16F dans l’évolution de la SLA, les souris 

WT, TMEM16F-/-, SOD1G93A et SOD1G93A ; TMEM16F-/- sont issues des mêmes géniteurs. Les 

cohortes sont composées d’environ 15 souris par génotype et ont un ratio mâles/femelles proche 

de 1. 

 

8.1. Catwalk 
 

L’étude de la locomotion a été réalisée sur des souris WT et TMEM16F-/- âgées de 8 semaines 

grâce au CatWalk (Noldus Information Technology, St Louis, France). La démarche des souris 

traversant une plaque de verre est analysée grâce à une caméra placée sous la paque. En 
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détectant le moment où la patte de l’animal est en contact avec la plaque, le système permet 

d’étudier de nombreux paramètres liés à la locomotion tels que le profil des cycles locomoteurs, 

le temps de pose et de vol des pattes. L’acquisition et le traitement des données se fait via le 

logiciel CatWalk 10.6. 

 

8.2. Tapis roulant 
 

La résistance à l’effort des souris WT et TMEM16F-/- âgées de 8 semaines a été testée via 

l’utilisation d’un tapis roulant LE8710MTS treadmill (Bioseb) incliné à 10°. Le tapis roulant 

est composé de 5 pistes au bout desquelles se trouve une grille qui peut délivrer un stimulus 

électrique. 

Une étape d’habituation sur deux jours a été réalisée avant l’expérience. Le premier jour, les 

souris sont placées sur le tapis roulant non incliné et sans mouvement pendant 10min puis le 

tapis roulant est actionné avec une vitesse de 5cm/s pendant 10min, puis 10cm/s pendant 10min. 

La même procédure est répétée le lendemain en ajoutant un stimulus électrique motivant 

lorsque les souris touchent la grille. 

Le premier jour de test J1 est dédié à la détermination de la vitesse maximale des souris. Pour 

ce faire, les souris sont placées sur les pistes du tapis roulant inclinées à 10°. Après un 

échauffement de 5min à 15cm/s, les souris sont soumises à une incrémentation de la vitesse de 

5cm/s toutes les 20s jusqu’à épuisement. Le critère d’épuisement a été défini par l’incapacité 

des souris à courir sur le tapis roulant malgré un stimulus électrique de 10s. La vitesse la plus 

élevée à laquelle une souris a couru est enregistrée comme sa vitesse maximale.  

Les deux jours suivant sont destinés à déterminer la résistance à la fatigue des souris lors d’un 

effort prolongé. 

A J2, les souris WT et TMEM16F-/- courent toutes à 60% de la vitesse maximale moyenne des 

souris WT pendant 20min ou jusqu’à épuisement.  

A J3, les souris TMEM16F-/- courent à 60% de leur vitesse maximale moyenne pendant 20min 

ou jusqu’à épuisement. 

Les données sont collectées via le logiciel SEDACOM. 

 

8.3. Grid test  
 

Le grid test a été réalisé une fois chez des souris WT et TMEM16F-/- âgées de 8 semaines pour 

l’étude du rôle physiologique de TMEM16F sur la force musculaire. Puis, ce test a été réalisé 
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chaque semaine à partir de l’âge de 56 jours et jusqu’à l’âge maximal de 200 jours chez des 

souris WT, TMEM16F-/-, SOD1G93A et SOD1G93A ; TMEM16F-/- pour l’étude longitudinale du 

rôle de TMEM16f sur la pathogénèse de la SLA.  

 

Le grid test permet d’analyser la force musculaire. Pour cela, on mesure le temps durant lequel 

une souris peut agripper une grille métallique avec un temps maximal fixé à 30sec. Pour chaque 

souris, l’expérience est répétée trois fois pour chaque grille sachant qu’il existe 4 grilles de 

différents poids (40g, 30g, 20g et 10g). La force musculaire est ensuite quantifiée grâce à la 

formule suivante : (40 x meilleur temps à la grille 40g) + (30 x meilleur temps à la grille 30g) 

+ (20 x meilleur temps à la grille 20g) + (10 x meilleur temps à la grille 10g). 

 

8.4. Suivi du poids et de la survie des souris 
 

L’étude longitudinale des souris WT, TMEM16F-/-, SOD1G93A et SOD1G93A ; TMEM16F-/- a 

nécessité un suivi du poids. Les souris ont donc été pesées une fois par semaine dès l’âge de 28 

jours puis 3 fois par semaine entre l’âge de 56 jours et 200 jours maximum. A partir de 56 jours 

le poids indiqué pour une semaine donnée correspond à la moyenne des trois pesées pour cette 

semaine. 

Pour déterminer l’âge de la mort d’une souris, un point critique a été fixé : lorsqu’une souris est 

placée sur le dos, elle dispose de 15sec pour réussir à se retourner. Passé ce temps, la souris est 

euthanasiée.  

 

9. Tests statistiques 
 
Toutes les analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel GraphPad Prism 6. Les résultats 

sont présentés sous la forme d’une moyenne ± SEM. En fonction des données, plusieurs types 

de tests ont pu être réalisés: un Student’s t-test, un test Mann Whitney ou un test ANOVA suivi 

d’un test post hoc Bonferoni. Les données sont considérées comme significativement 

différentes lorsque p<0.05.  
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I. Article 
 

Comme nous avons pu le voir, les motoneurones forment une population neuronale très 

hétérogène. Leurs fonctions diffèrent suivant leurs propriétés éléctriques, les entrées 

synaptiques qu’ils intègrent, leurs marqueurs moléculaires, les fibres musculaires qu’ils 

innervent et leur susceptibilité à la neurodégénérescence.  

Dans ce contexte, la découverte de l’expression du canal chlorure activé par le calcium 

TMEM16F dans les motoneurones α pose la question du rôle de cette protéine dans les 

différentes sous-populations motoneuronales. Ainsi, pour chaque sous-population de 

motoneurone α, nous avons effectué des enregistrements électrophysiologiques que nous avons 

couplés avec des tests de comportement fonctionnels faisant appel au recrutement des 

différentes unités motrices. Nous avons ensuite comparé les données provenant des animaux 

sauvages et Tmem16f-/-. 

Dans un second temps, nous avons tenté de déterminer le rôle de TMEM16F sur la progression 

de la SLA. En effet, au cours de cette pathologie, l’homéostasie calcique et l’excitabilité 

motoneuronale jouent un rôle déterminant dans la dégénérescence sélective et ordonnée des 

motoneurones FF puis FR. Une étude longitudinale sur des modèles murins SOD1G93A et 

SOD1G93A;Tmem16f-/- associée à une analyse comparative de plusieurs paramètres 

pathologiques nous a permis d’évaluer la contribution de ce canal sur l’âge d’apparition des 

premiers symptômes, l’évolution de la force musculaire, la survie des animaux, l’expression 

d’un marqueur de stress, la dénervation des JNM et la mort des motoneurones.   
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SUMMARY 

 

Ca2+ entry elicited by electrical activity contributes to information coding via activation of K+ 

and Cl- channels. Ca2+-dependent K+ channels have been extensively studied, whereas much 

less is known concerning molecular identity and role of Ca2+-activated Cl- channels (CaCC). 

Here we show that spinal motoneurons express a CaCC encoded by Tmem16f. TMEM16F is 

expressed as clusters in a motoneurons of the spinal ventral horn facing the pre-synaptic 

cholinergic C-boutons. TMEM16F knockout mice display decreased motor performance under 

high-task exercise attributable to an increase of recruitment threshold of fast a motoneurons. 

Remarkably, deleting TMEM16F in a mouse model of the amyotrophic lateral sclerosis, 

SOD1G93A, reduces activity-dependent early stress marker expression, preserves muscular force 

and delays disease progression. Together, our findings reveal that by controlling motoneuron 

excitability, TMEM16F holds specific functions in motor performance under 

pathophysiological conditions. 

 

key words: C-bouton, muscarinic regulation, electrical activity, spinal motoneuron, TMEM16F, 

Anoctamine 6, ALS 
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INTRODUCTION 

 

Spinal motoneurons are involved in locomotor pattern, muscle contraction and have to adapt to 

exercise-dependent demands such running, swimming, or jumping. Recruitment threshold of 

motoneurons is a major determinant for task-dependent demands and has led to the 

identification of three main sub-populations of a motoneurons. Basically, the “slow” 

motoneurons having a high membrane resistance display a low recruitment threshold. They 

innervate slow-type, S, skeletal muscle and contribute to standing. The “fast” motoneurons are 

sub-divided into fatigue fatigable, FF, and fatigue resistant, FR, according to a progressive 

decrease in membrane resistance and increase in recruitment threshold (Burke et al. 1973; 

Gustafsson and Pinter 1984). During muscle activity, motor units recruitment is task-dependent, 

which is achieved by the input-related excitability of the motoneuron subtypes (S > FR > FF) 

(Henneman and Mendell, 1991; Burke, 1994). In addition to threshold recruitment, task-

dependent activities require transition between low and high firing frequencies of motoneurons, 

which necessitates a local control of intracellular Ca2+ concentration (Brownstone 2006; 

Heckman et al. 2009). 

Paradoxically, a salient characteristic of motoneurons is their high vulnerability to intracellular 

Ca2+ overload (Van Den Bosch et al. 2006; Van Damme et al. 2007; Bernard-Marissal et al. 

2012). This Ca2+-dependence is particularly relevant in the large a-motoneurons which are 

highly sensitive to Ca2+ overload due to their low Ca2+ buffering capacity (von Lewinski and 

Keller 2005), which also contributes to neurodegeneration under pathological states 

(ElBasiouny, Schuster, and Heckman 2010). In support to this motoneuron-type vulnerability, 

the neurodegenerative disease amyotrophic lateral sclerosis (ALS) induces a sequential loss of 

motoneurons beginning with the high threshold, FF motoneurons, followed by medium 

threshold, FR motoneurons; the low threshold, S motoneurons being preserved (Kanning, 

Kaplan, and Henderson 2010; de Carvalho et al. 2014). This was further confirmed in an 

electrophysiological study showing that the motoneurons with the highest recruitment threshold 

are the first to degenerate during ALS progression (Hadzipasic et al. 2014). Altogether, these 

observations point to the need of continuing to identify the Ca2+-dependent actors controlling 

electrical activity. 

The Ca2+ activated Cl- currents (CaCC) are widely expressed in central and peripheral 

neurons and since the discovery of the Tmem16/Anoctamin family genes, their role as potential 

regulator of neuronal excitability is beginning to emerge (Caputo et al. 2008a; Schroeder et al. 

2008a; Yang et al. 2008a). Among the ten TMEM16(A-K) proteins arising from this family 
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(Hartzell et al. 2009), TMEM16B has been identified as new actor of synaptic activity in 

hippocampal neurons (Huang et al. 2012), mediates spike frequency adaptation in 

thalamocortical neurons (Ha et al. 2016a) and contributes to neuronal firing of inferior olivary 

neurons (Zhang et al. 2017). TMEM16A and TMEM16C are contributors of potential generator 

and firing properties, respectively, in pain sensing neurons (Yang et al. 2008a; Cho et al. 2012; 

Liu et al. 2010). While CaCC recordings have long been reported in spinal cord, the expression, 

molecular identity and role of CaCC in identified neurons have never been addressed. 

In this study we show that a CaCC is recorded in cultured spinal motoneurons and functional 

gene screening of Tmem16 family using RNA interference shows that CaCC is likely encoded 

by Tmem16f. TMEM16F is expressed in spinal cord and TMEM16F loss of function induces a 

decrease in forced locomotor performance. In situ recordings of electrical activity of 

TMEM16F KO motoneurons shows a decrease in recruitment threshold allowing for specific 

effects towards the fast motoneurons. In SOD1G93A mice, a well-characterized ALS model, loss 

of TMEM16F reduces the expression activity-regulated stress marker ATF3, delays disease 

onset, increases median life span and rescues muscle strength during disease progression, 

specifically in male mice. 
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METHODS 

 

Animals  

All animal experiments were approved by the national ethics committee on animal 

experimentation, and were done in compliance with the european community and national 

directives for the care and use of laboratory animals. hSOD1G93A and Hb9::GFP mice were 

maintained on a C57BL/6 background and purchased from Jackson Labs. TMEM16F KO mice 

were also maintained on a C57BL/6 background and obtained from Dr. Lily Y Jan (UCLA 

University) (Yang et al. 2012). 

Mice were housed in cages with a 12 h light/12 h dark cycle, with food and water supplied ad 

libitum. Mice were euthanized by CO2 inhalation followed by cervical dislocation. Both male 

and female mice were used for all experiments. 

 

Antibodies 

The primary antibodies used were as follows: rabbit anti-TMEM16F N-term (AA46-60, 1:500; 

gift from Dr L Yan (Yang et al. 2012)), rabbit anti-TMEM16F extracellular (AA480-529, 

1:500; Aviva systems biology); goat anti VAChT (1:1000; Millipore), goat anti-ChAT (1:400; 

Millipore), mouse anti-SMI-312 (1:1000; Sternberger Monoclonals), mouse anti-Na+K+-

ATPase α1 (1:100; clone 4αF, Developmental Studies Hybridoma Bank, DSHB), mouse anti-

ERRγ/NR3B3 (1:200; R&D systems), mouse anti-neurofilament-M (1:250; clone 2H3, DSHB), 

mouse anti- synaptic vesicle glycoprotein 2A (1:100; SV2, DSHB), mouse anti-synaptophysin 

(1:100; Millipore), mouse anti-synaptobrevin2/VAMP2 (1:500; Synaptic Systems), guinea pig 

anti-VGluT1 (1:2500; Millipore), guinea pig anti-VGlut2 (1:1000; Synaptic Systems). The 

secondary antibodies (Life Technologies) were used at 1:1000.  

 

Genotyping  

Genotyping was carried out on DNA isolated from tail clips. For TMEM16F KO mice, a 

multiplex PCR with the following primers: Tmem16f Forward: 

ACTGGAAATTTTTACTTGGCT, Reverse: CAGCCAACGAAGCAGGAAGCT (650 bp for 

WT and 200 bp for KO) and Tmem16f Forward: AACTGACCTCCAGCATCCCAG, 

Reverse:CGCTTCACTATGAATAACTGC (250 bp for WT). 

For SOD1G93A mice, a multiplex PCR with the following primers: SOD13 Forward: 5’-

TTCTGTTCCCTTCTCACTGT-3’; Reverse: 5’-TCCCCTTTGGCACTTGTATT-3’; 

SOD15 Forward: 5’-TGTTGGGAGGAGGTAGTGATTA-3’; Reverse: 5’-
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AGCAGAGTTGTGTTAGTTTTAG-3’. 

 

Motoneuron cultures 

Motoneuron cultures were prepared from E12.5 mice embryos as described previously (Raoul 

et al. 2002). Briefly, cells were dissociated mechanically after trypsin treatment of the dissected 

ventral spinal cords. The largest cells were isolated using iodixanol density gradient 

purification.  

To get highly purified motoneuron cultures, we added an immunopurification step using 

magnetic cell sorting technology (Arce et al. 1999). In experiments using Hb9::GFP embryos 

to identify motoneurons, we found that this protocol yielded roughly 90% of GFP-positive 

neurons. Briefly, isolated neurons were incubated at +4°C in 80 μl L-15 medium plus 2 µl anti-

mouse p75 monoclonal antibody (Millipore) for 20 minutes, followed, after wash-out, by a 15 

minute incubation in 80 µl L-15 plus 10 µl goat anti-mouse IgG microbeads (Miltenyi Biotec). 

The magnetically labeled cells were applied onto a separation column and retained using a 

magnet (Miltenyi Biotec). After wash-out of the negative fraction, cell sorting was achieved by 

removing the magnet. 

Motoneurons were plated onto poly-ornithine laminin-coated wells at 2,500 per well in 

supplemented Neurobasal (Life Technologies) medium in the presence of a mixture of 

neurotrophic factors (1 ng/ml BDNF, 100 pg/ml GDNF, and 10 ng/ml CNTF), completed with 

2% horse serum, B27 supplement (Life Technologies), 50 µM L-glutamine, 25 µM L-

glutamate, and 25 µM mercaptoethanol.  

 

Spinal cord slice preparation 

Spinal cord slices were prepared from post-natal day 8 (P8)-P10 mice. One day before 

experiments, mice received i.p. injections of hydroxystilbamidine, methanesulfonate (Fluoro-

gold; 0.04 mg/g; Thermo Fisher Scientific) to retrogradely label motoneurons (Miles et al. 

2007). The cord was dissected from the spinal column in ice cold dissection solution containing 

(in mM): 190 sucrose, 20 dextrose, 25 NaHCO3, 1.25 KH2PO4, 0.75 K-gluconate, 1 CaCl2, 4 

MgSO4, 3 myo-inositol, 5 Na pyruvate, and 1 L-ascorbic acid, continuously bubbled with 95% 

O2 and 5% CO2 to a final pH of 7.4 (osmolarity, 297-307 mOsmM). After cutting caudal and 

cervical part, the spinal cord was embedded in a 3% (wt/vol) low melt agarose solution. The 

agarose was gelled at 4°C and then glued upright to the vibratome stage and 280 μm transverse 

slices of lumbar cord were cut (Leica VT1200S) in ice cold dissection solution. Slices were 
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incubated for at 32 °C in recording solution complemented with (mM) 3 myo-inositol, 5 Na-

pyruvate, and 1 L-ascorbic acid. 

 

Electrophysiological recordings  

Calcium-activated chloride currents in motoneurons cultures were recorded between 7 and 10 

days in vitro (DIV). si-RNA transfected neurons were recorded 48 h after electroporation. 

Whole cell patch-clamp recordings were made at room temperature under conditions optimized 

for the isolation of Ca2+ and Cl- currents separately from other voltage-activated currents. The 

bathing solution contained (in mM): 145 N-Methyl-D-Glucamine (NMDG), 2 CaCl2, 1.5 

MgCl2, 10 HEPES and 10 glucose, and the pH was adjusted to 7.4 with HCl. Recording pipettes 

were filled with the following solution (in mM): 145 CsCl (high [Cl-]i)or 10 mM CsCl-145 Cs-

methane sulfonate (low [Cl-]i), 10 HEPES, 2 Mg-ATP, 0.5 Na2-GTP, and pH 7.35 adjusted with 

CsOH. All recordings were made at room temperature using an Axopatch 200B amplifier 

(Molecular Devices) and acquired at 5 kHz. 

For electrical activity measurements, spinal cord slices were perfused at 1.5 ml/min heated at 

32 °C with the following recording solution (in mM): 115 NaCl, 2.5 KCl, 25 NaHCO3, 1.25 

NaH2PO4, 1.5 MgCl2, 2.5 CaCl2, 10 glucose (95% O2-5% CO2 final pH 7.4; 300 mOsm). 

Whole-cell configuration was used for motoneuron recordings with 3-5 MΩ patch pipettes 

containing 10 mM KCl, 135 mM K-methane-sulfonate, 1.5 mM Mg-ATP, 0.5 mM Na-GTP, 

0.1 mM EGTA and 10 mM HEPES, adjusted to pH 7.35. Recordings were performed with a 

Multiclamp 700B amplifier, acquired at 10 kHz by using a Digidata 1322A A/D board and 

pClamp10 software (Molecular Devices). Following whole-cell configuration, input resistance, 

Rin and cell capacity, Cm, of fluoro-gold positive motoneurons were automatically calculated 

under voltage-clamp using 100 msec, 10 mV depolarization steps from – 70 mV. 

Niflumic acid (NFA), oxotremorine were purchased from Sigma. 

 

Gene Knockdown Experiments 

Pooled non-targeting control siRNA or specific siRNA against mouse Tmem16 genes were the 

on-target plus SMART pools from Dharmacon (Perbio Science, Brebières, France). For in vitro 

transfection, Hb9::GFP motoneurons were individually electroporated at 6-7 DIV (Axoporator 

800A, Molecular Devices). Electrode tips were filled with 8 µl 145 mM KCl, 10 mM HEPES 

containing dextran-rhodamine (3 mM)/si-RNA (1µM) and 10 V, 1 ms negative current pulses 

delivered at 100 Hz for 1 sec (Boudes et al. 2008). Si-RNA sequences are given in table 1. 
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RNA extraction and RT-qPCR 

For primary cultures, total mRNA was extracted from roughly 30,000 immunopurified 

embryonic motoneurons at 7 DIV with the RNeasy Mini Kit (Qiagen). For P30 lumbar spinal 

cords, the tissues were harvested in RNAlater stabilization buffer (Qiagen). Lysis buffer was 

used for pestle tissue crushing and homogenization by passing the lysate through needles. 

Lysates were then mixed with an equal volume of 70% ethanol, and total mRNA was separated 

from other cellular components on RNeasy minispin columns. The eluted mRNA was quantified 

by spectrophotometry (Nanodrop 2000, Thermo Scientific). Following gDNA wipe out, reverse 

transcription (RT) was performed with 100 ng to 1 µg of mRNA with the Quantitect RT kit 

(Qiagen). The collected cDNA was diluted to 50 ng (culture) or 100 ng (tissue) with water and 

stored at -20°C until further use. Primers were designed with Primers 3.0 software. Quantitative 

PCR was performed on 5 or 10 ng cDNA with SYBR Green (Qiagen) for detection and the 

LightCycler system (Roche Diagnostics). After initial activation for 15 min at 95°C, 45 cycles 

of 94°C for 15 s, 60°C for 20 s and 72°C for 35 s were carried out. After PCR amplification, a 

melting curve analysis was carried out to check that the PCR was specific. Polymerase (RNA) 

II polypeptide J (Polr2J) levels were used to normalize the amounts of cDNA. ΔCt was 

calculated as the differences between the Ct values, determined with the equation 2–ΔCt. Primer 

sequences are given in Table 1. 

 

TMEM16F expression vectors 

Expression vectors containing the coding sequence for mouse TMEM16F variant 1 (V1, 

accession no. NM 001253813), variant 2 (V2, accession no. NM 175344) were obtained from 

GeneCopoeia (Rockville, MD, USA). All plasmids contained a IRES2 sequence coupling 

mcherry expression to TMEM16F. 

 

Immunohistochemistry 

For spinal cord, 8 weeks-old mice were anaesthetized and perfused transcardially with 4% 

paraformaldehyde. Lumbar spinal cords were removed and post-fixed in 4% paraformaldehyde, 

flash-frozen and cut at a 20 μm thickness. For TMEM16F immunohistochemistry experiments, 

a citrate buffer antigen retrieval step was performed. The sections were then rinsed 5 minutes 

in PBS and incubated for 2 hours at room temperature in blocking solution (Tris-buffered saline, 

0.9% L-Lysine, 20% goat serum, 0.3% Triton X-100). This was followed by an overnight 

incubation at +4oC with the primary antibodies. Subsequently, sections were incubated 1 hour 
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with the secondary antibodies. All washes were done with PBS. Slides were mounted in 

Mowiol. 

For neuromuscular junction immunohistochemistry, mice were anaesthetized and perfused 

transcardially with PBS 1X. Tibialis anterior and gastrocnemus muscle were removed, flash-

frozen and cut at a 30 μm thickness. The sections were then rinsed 5 minutes in PBS and 

incubated for 2 hours at room temperature in blocking solution (PBS 1X, 2% BSA, 0.4% Triton 

X-100). This was followed by an overnight incubation at +4oC with the primary antibodies. 

Subsequently, sections were incubated 1 hour with the secondary antibodies and with α-

bungarotoxin Alexa Fluor 555 conjugate (αBTX). All washes were done with PBS. Slides were 

mounted in Mowiol. 

 Images were taken with Zeiss confocal microscope and Zen software (Zeiss). Image J 

(National Institutes of Health, USA) was used for synaptic quantifications. 

 

Functional tests  

For behavior analysis, heterozygote Tmem16f  mice were matted to obtain cohorts of 7-8 weeks 

old male and female wild-type Tmem16f and KO Tmem16f  mice of similar weight. 

Walking track analysis. To assess gait analysis, we used the CatWalk (Noldus Information 

Technology, St Louis, France). Briefly, animals crossing a walkway with a glass floor are 

videotaped using a computer-assisted setup and digitized data of paw-floor contact area are 

used for off-line analysis. A normal run was defined as: the mouse crossing the walkway 

without any interruptions or hitches, the presence of footfall patterns for all four pads, and a 

running time of around one second to cover 45 cm. Three consecutive runs were recorded. Static 

parameters (intensity of the paw prints, print width and print length) and dynamic parameters 

(stance phase, swing phase, swing speed and duty cycle) were measured using CatWalk 

software 7.1. 

Treadmill. Mice were exercised using LE8710MTS treadmill (Bioseb) on a 10° incline in room 

air. For two days, all animals were acclimated to the treadmill before running by placing them 

on an unmoving 0% degree incline treadmill for 10 min, then at 5cm/s for 10 min, and at 10cm/s 

for 10 min with electrical stimulus to motivate them. 

On the exercise testing day, animals ran on the treadmill with a fixed slope of 10%. After a low-

speed warm-up (15 cm/s for 5 min), mice were subjected to an incrementally increasing speed 

running test. Every 20s, the speed was increased by 5cm/s until the mice was exhausted. The 

criterion of exhaustion was defined as the inability of the animal to run on the treadmill despite 
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a 3s electrical stimulus. The fastest speed that a mouse could run was recorded as its maximal 

running speed. 

The day after, both WT and Tmem16f-/-.mice ran at 60% of the average maximal speed of WT 

mice for 30 minutes or until mice were exhausted. The fatigue is measured by counting the 

number and the time of beam break. Run data were collected with SEDACOM software. 

Grid test. For muscle strength analysis, we measured the time the mice held on to a grid before 

dropping it, with a plateau of 30 s, starting with a 40 g metal grid (followed by 30, 20 and 10 g 

grids). The experiment was repeated three times with each grid. Muscle strength (arbitrary 

units) was quantified with the following formula: (40 g x best time) + (30 g x best time) + (20 

g x best time) + (10 g x best time). Mice were evaluated weekly starting at 56 days. 

For weight curves, mice were weighed weekly starting at 28 days of age and thrice weekly 

starting at 56 days of age. For survival curves, death was considered the time point at which the 

animal remained longer than 15 s without turning over when placed on its back. 

 

Statistics 

All data are presented as mean ± SEM. Statistical analyses were done with the Graphpad Prism 

software. Data are considered significantly different at p < 0.05.  
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RESULTS 

 

TMEM16F contributes to CaCC recorded in spinal motoneurons 

We first sought to determine the expression profile of the 10 Tmem16 genes in mice P30 spinal 

cord and purified primary motoneurons at 7 DIV. Using quantitative RT-PCR, we found that, 

with the exception of Tmem16e, g and j, all transcripts were expressed in spinal cord and 

purified motoneurons (Figure 1A). The expression of Tmem16f was 4 fold enriched in 

motoneurons relative to spinal cord while Tmem16c and Tmem16d were enriched in spinal cord 

relative to purified motoneurons. Tmem16a, Tmem16b, Tmem16h and Tmem16k expression 

levels were not significantly different between spinal cord and motoneurons. Having 

established that several Tmem16 genes are expressed in motoneurons, we performed 

electrophysiological recordings in 7-8 DIV Hb9:GFP motoneurons to detect the presence of a 

CaCC. Under Na+ and K+ currents inhibition, voltage ramps were applied from -100 mV to + 

40 mV to activate voltage-gated Ca2+ current, VGCC. Activation of an outward current at 

depolarized values could be also observed followed by a tail inward current on repolarization 

to -100 mV in 75 % of motoneurons (Supplementary Fig.1). Application of 100 µM niflumic 

acid (NFA), a Cl- channel inhibitor, decreased both the outward and tail inward current 

amplitudes (68 ± 10 %, n = 4) (Supplementary Fig.1). Replacing Ca2+ with Ba2+ prevented 

activation of the tail current, confirming its Ca2+-dependence (Supplementary Fig. 1). To 

determine the gene contributing to the Ca2+ activated tail current, we performed an RNA 

inhibition strategy using single cell electroporation of small interfering RNAs (Boudes et al. 

2008). Following Hb9:GFP motoneuron electroporation of si-RNAs together with dextran-

rhodamine at 7-8 DIV, the rhodamine-positive motoneurons were recorded two days later with 

the ramp protocol (Figure 1B). Analysis of the tail current density shows that among the seven 

Tmem16 genes expressed in motoneurons, only si-Tmem16f induced a significant decrease in 

tail current (Figure 1C). Under 140 mM isotonic [Cl-]i, the current-voltage relationships of the 

tail current show a linear conductance with an apparent reversal potential, Erev, around 0 mV, 

which was shifted to hyperpolarized potential (-60 mV) when using 10 mM [Cl-]i (Figure 1D-

G). Using TMEM16F KO mice (Yang et al. 2012), tail current amplitude was significantly 

decreased under high or low [Cl-]i, demonstrating that TMEM16F contributes to the expression 

of a Ca2+ activated Cl- current, CaCC, in motoneurons (Figure 1D-G). 
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Figure 1. Tmem16f contributes to the expression of a Ca2+-activated Cl- current in motoneurons. 
(A) Real-time RT-PCR was performed from total RNA of adult spinal cord and immunopurified 
motoneuron culture at 7 DIV. Expression of mRNA for Tmem16a-j was normalized using expression of 
Pol-Rj2 as a reference (relative expression). A mean value for expression was calculated from three 
mice and three cultures (* p < 0.05, Mann Whitney test).   
(B) Image of an 10 DIV Hb9:GFP motoneurons (green), 2 days after single cell electroporation of 
dextran-rhodamine si-RNA (red). Ramp protocol is used to screen for the expression of a tail current on 
repolarization to – 100 mV. (C) Typical current traces obtained in the presence of si-control, si-
Tmem16b and si-tmem16f RNA. A significant decreased in tail amplitude is obtained in si-Tmem16f 
transfected motoneurons compared with si-control RNA (one-way ANOVA followed by Dunnett’s test).  
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(D-G) Current-voltage relationships of the tail current in WT and Tmem16f-/- motoneurons. Following 
VGCC activation at 0 mV, tail currents are recorded with 20 mV increment from - 100 mV to + 60 mV 
every 10 sec. (D-E) Under isotonic 140 mM [Cl-], the tail current reversal potential, Erev, is around 0 
mV (2.8 ± 0.8 mV, n = 7) and the amplitude is significantly decreased in Tmem16f-/-  motoneurons. (F-
G) Setting [Cl-]i at 10 mM induced a shift of Erev towards negative potentials (-60.2 ± 1.6 mV, n = 4) 
and the amplitude is significantly decreased in Tmem16f-/- motoneurons (N = 3 cultures for each 
genotype, t-test, * p < 0.05, ** p < 0.01). 

 

 

 

 

 

 

 
Supplementary Fig. 1: (A) Whole-cell recordings of 7 DIV Hb9:GFP motoneurons (inset) under Na+ 
and K+ currents inhibition and isotonic [Cl-], show that activation of voltage-gated Ca2+ channels, 
VGCC, with a ramp protocol from -100 mV to + 40 mV for 500 ms generates an inward tail current on 
repolarization to - 100 mV in roughly 75 % of GFP+ neurons. Outward current elicited during the ramp 
protocol and tail inward current were inhibited by 100 µM NFA. (B) Current-voltage relationships of 
the tail current Replacing extracellular Ca2+ with Ba2+ prevents activation of the tail current. Deactivation 
of Ba2+ current is observed in tail current. 
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TMEM16F is an a motoneuron marker 

We next sought to determine TMEM16F expression in adult mice spinal cord. Western blots 

results using anti-TMEM16F antibody covering the amino acids from part of the deleted exon 

(Yang et al. 2012) demonstrated the protein expression in spinal cord and corresponding amino 

acid deletion in Tmem16f-/- mice (Supplementary Fig. 2). For analysis of the cellular expression 

of TMEM16F in situ, we first tested the ability of several antibodies to recognize TMEM16F 

overexpressed in HEK-293 cells, which allowed to validate an extracellularly-directed 

TMEM16F antibody (Supplementary Fig. 2). In spinal cord, TMEM16F expression pattern was 

observed specifically in choline acetyl transferase, ChAT+, motoneurons located in ventral horn 

lamina VIII and IX (Figure 2A). No signal was observed in other lamina of the ventral horn or 

dorsal horn. TMEM16F staining appears as clusters mainly at the plasma membrane of soma 

and dendrites of medial and lateral ChAT+ motoneurons (Figure 2B). To identify the subtype 

of motoneurons expressing TMEM16F, we performed co-staining with ChAT, a pan-

cholinergic neurons marker and ERRγ a specific marker of γ fusimotor neurons (Figure 2C). 

ERRγ nuclear staining confirmed that 23 % of ChAT+ motoneurons are γ-motoneurons and we 

show that most of these neurons do not express TMEM16F (Figure 2D). The 77 % of ERRγ-

negative motoneurons include mainly a motoneurons and 90% of them express TMEM16F 

(Figure 2D).We found no colocalization of TMEM16F with pre-synaptic markers 

synaptophysin, or synaptotagmin2 (Figure 2E, F), whereas co-staining with the Na+-K+ ATPase 

α1 subunit, a plasma membrane marker of motoneurons (Bowerman et al. 2017), indicates 

membrane localization of TMEM16F in motoneurons (Figure 2G).  

The clustered pattern of TMEM16F expression suggests specialized function in association 

with the synaptic machinery which led us to investigate the identity of the presynaptic 

neurotransmitter impinging on the TMEM16F clusters. Staining of the glutamatergic synapses 

using vesicular glutamate transporters VGluT1 and 2 evidenced no specific juxtaposition with 

TMEM16F (Supplemental Fig. 3). Actually, TMEM16F staining is reminiscent to the clusters 

of Kv2.1 and SK channels facing the cholinergic C-boutons (Muennich and Fyffe 2004; 

Deardorff et al. 2013). Vesicular acetylcholine transporter, VAChT, a marker of the synaptic 

cholinergic C-boutons, is characterized by a clustered expression at motoneuron soma and 

proximal dendrites. Remarkably, we found that the punctate distribution of TMEM16F was 

juxtaposed with VAChT staining (Figure 2H). In agreement with previous studies (Deardorff 

et al. 2014), we show that C-boutons are exclusively expressed in ERRγ(-), a motoneurons and 

90% of TMEM16F staining was facing the a motoneurons (Figure 2I). 
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Figure 2. TMEM16F is a a motoneuron marker associated with cholinergic C-boutons synapse.  
(A) TMEM16F is expressed in the ventral horn of spinal cord in cholinergic, ChAT, motoneurons 
located in the lateral and medial columns (LMC and MMC). (B) TMEM16F expression is clustered 
around ChAT+ motoneurons soma and proximal dendrites. (C-D) Among ChAT+ motoneurons, 
TMEM16F is exclusively expressed in the ERRγ(-) a motoneurons, not in ERRγ(+) γ motoneurons. (E-
F) TMEM16F does not co-localize with the pre-synaptic markers synaptophysin and synpatobrevin 
(VAMP2). (G) TMEM16F co-localized with Na+-K+ ATPase a1, a plasma membrane marker of a 
motoneurons. (H) TMEM16F faces the cholinergic C-boutons. (I) 90 % of motoneurons belong to the 
muscle contracting a motoneurons and received C-bouton synapses with a perfect match with 
TMEM16F. The remainders amounting 10 % of motoneurons express the transcription factor ERRγ, a 

marker of fusimotor neurons. γ motoneurons do not have C-boutons synapse and do not express 
TMEM16F. 
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Supplementary Fig. 2: (A) Western blot using the mouse specific anti-TMEM16F antibody generated 
in the N-terminal (AA 46-60) shows protein expression in WT spinal cord and confirms the deletion of 
exon 2 in the Tmem16f-/- mice. (B) Immunocytochemistry of m Tmem16f plasmid constructs from 
variant 1 or variant 2 isoforms of Tmem16f. The mouse specific anti-TMEM16F antibody generated in 
the second extracellular loop of TMEM16F (AA 480-529) recognizes the expressed protein. Addition 
of the fluorescent mCherry allows to confirm the specificity of expression in HEH-293 cells. 
 

 

 

 

 
 
 
Supplementary Fig. 3: (A) TMEM16F shows no specific co-localization with the synaptic 
glutamatergic system VGluT1 or (B) VGlut2.  
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Collectively, these data establish that TMEM16F is a new partner of the post-synaptic 

machinery of the cholinergic C-boutons expressed in a motoneurons. 

 

TMEM16F is involved in recruitment threshold of fast motoneurons and exercise capacity 

To investigate the effects of TMEM16F loss of function on passive and active electrical 

properties of fluoro-gold positive motoneurons recorded in post-natal day 8 (P8)-11 mice 

lumbar spinal cord slices. Rheobase, RB, and input resistance, Rin, correctly predict motor-unit 

type (Zengel et al. 1985) and are used as biophysical hallmarks of a and g motoneuron subtypes 

(Manuel and Heckman 2011; Muller et al. 2014; Hadzipasic et al. 2014). As we focused our 

study on motoneuron firing properties, RB was determined using 1 sec depolarization steps 

(Figure 3A). The input resistance, Rin, was calculated under voltage-clamp using 100 msec, 10 

mV depolarization steps from –70 mV. Figure 3A illustrates the variability in the RB amplitude. 

As described in early in vivo studies, (Gustafsson and Pinter 1984), the amplitude of RB was 

dependent on Rin, the lower Rin necessitating the highest current amplitudes (Figure 3A). 

According to the RB-Rin relationships, we subdivided motoneurons into type 1, 2 and 3 

populations (Figure 3A, B) which is mainly representative of the slow a motoneurons (S) and 

γ motoneurons, the fast resistant (FR) and the fast fatigable (FF) a motoneurons, respectively. 

Rin and RB-Rin relationship were similarly distributed among the 26 WT and 23 Tmem16f-/-   

motoneurons recorded (Figure 3 B). Despite comparable Rin, loss of TMEM16F significantly 

increases RB of type 3 population, while the trend to RB increase in type 2 was not significant 

(Figure 3C). Consistent with RB, the repolarization level during repetitive activity was 

significantly more depolarized in type 3 Tmem16f-/- motoneurons (Figure 3D, E). The gain in 

the frequency-current relationships was decreasing from type 1 to type 3 population, but was 

nevertheless not influenced by TMEM16F expression (Supplementary Fig. 4). Activation of 

muscarinic receptors with oxotremorine significantly increased the gain of f-I curves in type 2 

and 3 motoneurons, with a higher efficacy in type 3 (16.4 ±10.9 %, n = 5 in type 1, ns; 30.2 ± 

3.3 %, n=4, ** p < 0.01 for type 2 and 216.9 ± 15.1 %, n = 7, *** p < 0.001 for type 3, paired 

t-test). The effects of oxotremorine were not modified by TMEM16F deletion (Supplementary 

Fig.4).  

To determine the functional outcome of TMEM16F on motor tasks, we assessed locomotor 

pattern and task-dependent behaviors of 8 weeks old WT and Tmem16f-/-  mice. No differences 

were noted in the maximal movement speed during spontaneous walking, in the pattern of right-

left alternation or on muscle force (Supplementary Fig. 5). 
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Figure 3. TMEM16F controls exercise-dependent locomotor activity through threshold 
recruitment of fast motoneurons 
(A) Current-clamp recordings of electrical activity of fluoro-gold-positive motoneurons from PN7-
PN11 mice. Typical examples of threshold current (rheobase) needed to elicit an electrical activity using 
1 second depolarization and mean values of input resistance (Rin) used to differentiate excitability 
between motoneuron types. (B) Plots of rheobase (RB) versus Rin show similar distribution between 26 
WT and 23 Tmem16f-/- motoneurons recorded from at least 5 pups for each genotype. Three 
motoneuron populations were defined according to the relationships of RB vs Rin. A type 1 population 
having a high Rin, low RB, a type 2 having an intermediate Rin and RB and type 3 with low Rin and 
high RB. (C) Analysis of RB among the three WT and Tmem16f-/- motoneurons populations.  
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(D) Typical firing of type 3 WT and Tmem16f-/- during 1 sec depolarization at RB + 100 pA. (E) The 
peak repolarization measured at RB + 1 step current (25 pA for type 1; 50 pA for type 2 and 100 pA for 
type 3) is more depolarized in the type 3 Tmem16f-/- motoneurons. (For all experiments: type 1: n = 7 
and n = 7; type 2: n = 5 and n = 6; type 3: n = 14 and n = 10, WT and Tmem16f-/- motoneurons, 
respectively). (* p < 0.05, ** p < 0.01, t-test). 
(F-G) Assessment of exercise capacity using a 10% incline treadmill. (F) Performance: the maximal 
speed was 41.7 ± 2.4 cm/sec and 34.7 ± 2.2 cm/sec, 17 WT and 19 Tmem16f-/- mice, respectively, (* p 
< 0.05, t-test). (G) Endurance: running time between WT male and female is similar (18.4 ±1.6 min, n 
= 10 and 19.5 ±0.5 min, n = 7, for male and female, respectively). The running time at 60% of WT Vmax 
was 6.7 ± 2.0 min, n = 10 and 6.4 ± 3.2 min, n = 7, for male and female Tmem16f-/- mice, respectively. 
At 60 % of Tmem16f-/- Vmax, the running time was 13.8 ± 3.2 min, n = 7, and 2.9 ± 1.1 min, n = 4, for 
male and female Tmem16f-/- mice. (** p < 0.01, *** p < 0.001, one-way ANOVA, Tukey's Multiple 
Comparison Test). 

  

 

In contrast, evaluation of exercise capacity and endurance, using the treadmill exhaustion test, 

revealed a significant 17 % decrease in Tmem16f-/- mice maximal running speed (Figure 3F). 

No differences were observed between genders. For endurance assessment, the treadmill speed 

was set at 60% of the WT maximal speed. Data analyses according to gender unmasked the 

inability of both male and female Tmem16f-/- mice to perform training over a long time 

compared with control littermate (Figure 3G). Interestingly, setting the speed at 60 % of the 

Tmem16f-/- maximal speed improved the performance in male, not in female, evidencing a 

gender-dependent effect of TMEM16F deletion on performance recovery (Figure 3G). 

Altogether our data show that TMEM16F activation produces an outward current participating 

to the recruitment threshold of the fast motoneuron population and to high task performance. 
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Supplementary Fig. 4: (A-C) Illustration of firing properties among type 1, 2 and 3 WT motoneurons 
and three minutes after superfusion of 10 µM oxotremorine. (D-F) Illustration of firing properties among 
type 1, 2 and 3 Tmem16f-/- motoneurons and three minutes after superfusion of 10 µM oxotremorine. 
(G) The mean slopes of the frequency-current relationships are not influenced by the loss of TMEM16F. 
(H) Oxotremorine increases the frequency of type 2 and 3 motoneurons. The mean slopes of the 
frequency-current relationships in the presence of oxotremorine are not significantly different between 
WT and Tmem16f-/- motoneurons. 
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Supplementary Fig. 5: (A) Maximal spontaneous walking speed recorded with open field amounted 
18.6 ± 0.7 cm/sec, n = 17 and 17.9 ± 0.9 cm/sec, n = 19, in WT and Tmem16f-/- mice, respectively, (ns, 
not significant, t-test). (B) Catwalk analysis reveals no difference in the two main walking gait patterns: 
crutiate and alternate (17 WT and 19 Tmem16f-/- mice), (two-way ANOVA). (C) Muscle strength was 
assessed with the grid test. No difference was observed between WT and Tmem16f-/- mice (N = 17 WT 
and N = 19 Tmem16f-/- mice, t-test).  
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Loss of TMEM16F reduces ALS progression in male SOD1G93A mice. 

To further decipher the impact of TMEM16F on motor function, we next investigated its role 

under a pathophysiological context by using a genetic model of amyotrophic lateral sclerosis, 

ALS. This neuromuscular, neurodegenerative disease preferentially affects fast a motoneurons 

survival and NMJ maintenance and develops gender preference at early stage of the disease 

both in patients and mouse models (McCombe and Henderson 2010; Cantor et al. 2018). To 

define the role of TMEM16F under ALS pathology, Tmem16f-/- mice were crossed with 

SOD1G93A mice, a well characterized and rapidly progressive model of ALS (Gurney et al. 1994; 

Bowerman et al. 2015). Analysis of weight curves from 30 days to 180 days old male and 

female mice, shows no significant difference between WT and Tmem16f-/-mice of either gender 

(Supplementary Fig. 6). However, in ALS context, the disease onset, defined as the age that 

peak weight was reached (Aebischer et al. 2011), was significantly delayed in 

SOD1G93A;Tmem16f-/- male (Figure 4A). In female, no significant differences were observed in 

disease onset (Figure 4A). Remarkably, the deletion of TMEM16F does also influence the 

lifespan of male SOD1G93A mice with a significant 21 days increase of their median survival 

age (Figure 4B) while in female SOD1G93A mice, TMEM16F deletion rather decreases the 

median survival age (Figure 4B). Muscle strength is a well-defined symptomatic index of ALS 

disease in patients and murine models. At the time point that corresponds to the disease onset, 

the deterioration of muscular strength of SOD1G93A mice was also significantly reduced in male 

SOD1G93A mice bearing the genetic deletion of TMEM16F (Figure 4C) and not rescued in 

female mice (Figure 4D).  

 

To understand the gender-dependent effects of TMEM16F on ALS progression, we analyzed 

motoneuron survival at P110, which corresponds to disease onset and early symptomatic stage. 

At P110, the mean number of ChAT+ lumbar motoneurons per hemisection was 22.2 ± 0.2,  

N = 3 WT mice and 23.7 ± 0.9, N = 3 Tmem16f-/- mice. In ALS context there was a roughly 33 

% decrease in the total number of motoneurons in both genotypes (14.9 ± 0.4, N = 7 SOD1G93A 

mice and 13.8 ±0.4, N = 6 SOD1G93A;Tmem16f-/-). Further analysis of motoneuron death using 

matrix metalloproteinase 9, MMP9, a marker of vulnerable motoneurons (Kaplan et al. 2014), 

shows a 25 % decrease survival in both male and female ALS mice, which was not significantly 

affected by TMEM16F loss of function (Supplementary Fig. 7).  

In ALS, motoneuron stress is detected prior to death and correlates with stalling and loss of 

synaptic vesicles from neuromuscular junction, followed by denervation (Pun et al. 2006). 

Therefore, we determine both the expression of activating transcription factor 3 (ATF3), an 
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early stress marker of vulnerable motoneurons (Saxena, Cabuy, and Caroni 2009) and the 

innervation of the neuromuscular junction, NMJ, at P110. TMEM16F loss of function induces 

a significant decrease in the number of ATF3-positive in male SOD1G93A mice (Figure 4E) and 

improves innervation of the fast-twitch tibialis anterior, TA, muscle in male (Figure 4 F).  

Altogether, our data show that loss of TMEM16F protects motoneurons from early stress and 

delays ALS progression specifically in male, supporting deleterious effects of androgens on the 

disease. 
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Figure 4. TMEM16F deletion delays symptomatic stage of male SOD1G93A mice and protects 
motoneurons from stress. 
(A-B) Disease onset and survival. (A) cumulative maximal weight and (B) cumulative survival of male 
and female SOD1G93A and SOD1G93A;Tmem16f-/- mice. Median age values are indicated by the number. 
(9 males and 10 females SOD1G93Amice; 8 males and 6 females SOD1G93A; Tmem16f-/- mice. * p < 0.05, 
** p< 0.01 Chi square test). (C-D) Muscle strength of male and female SOD1G93A and 
SOD1G93A;Tmem16f-/-  mice (from the same mice batch shown in Fig. 5A). (* p< 0.05, ** p < 0.001, 2 
way ANOVA between the 4 genotypes, WT and Tmem16f-/- are not shown on the graph) (E) 
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Motoneuron stress at PN110 age of male and female SOD1G93A and SOD1G93A;Tmem16f-/- mice. 
ATF3/ChAT double positive MNs per lumbar ventral horn. (n = 14 sections, from 3 mice in each 
condition). (* p < 0.05, t-test). (F) ) Innervated NMJs at PN110 in the fast fatigable Tibialis anterior 
muscle of male and female SOD1G93A and SOD1G93A;Tmem16f-/- mice. Percentage of α-bungarotoxine 
(αBTX)/neurofilament NF/synaptic vesicle SV double positive neuromuscular junctions, versus total α-
bungarotoxine-positive post-synaptic 
 

 

 

 

Supplementary Fig. 6: (A-B) Weight curves of male and female from WT, Tmem16f-/-, SOD1G93A and 
SOD1G93A;Tmem16f-/- mice (number of mice is given on the curves). 

 

 

 

Supplementary Fig. 7: (A) Vulnerable motoneuron survival at P110 age of male and female SOD1G93A 
and SOD1G93A;Tmem16f-/- mice. MMP9/ChAT double-positive MNs per lumbar ventral horn and 30 
µm section (n = 14 sections, from 3 mice in each condition). 
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DISCUSSION 

 

We show that TMEM16F is highly expressed in motoneurons from ventral spinal cord. While 

TMEM16F expression at the plasma membrane is consistent with its cellular expression in 

heterologous systems (Tian, Schreiber, and Kunzelmann 2012; Adomaviciene et al. 2013), 

more discrepancy exists concerning its ionic permeability. Depending on cell type, TMEM16F 

is reported as a non-specific cation channel, a chloride channel, or a mixed cationic/chloride 

channel (Kunzelmann et al. 2014; Picollo, Malvezzi, and Accardi 2015). Here, we show that 

neuronal TMEM16F is Ca2+ activated chloride channel. Remarkably, the biophysical 

characteristics of motoneuron CaCC in isotonic [Cl-] are rather similar to those of the current 

generated by TMEM16F mutant D409G, which supports that, in native systems, regulatory 

factors control the density and kinetics of CaCC activation. Furthermore, in neurons, the source 

of Ca2+ is a key factor for CaCC activation. In sensory neurons, VGCC is more efficient than 

ionomycin to activate Best1-CaCC (Boudes et al. 2009), while IP3-induced Ca2+ mobilization 

is necessary for pain-related TMEM16A-CaCC (Liu et al. 2010). We also observed that 

ionomycin does not activate a Cl- current in motoneurons. Altogether, these data could account 

for the discrepancies concerning the ionic nature of TMEM16F but also enlighten the molecular 

complexity of this protein family. 

The function of TMEM16F as being involved in phospholipid scrambling is well established 

since the identification of loss of function mutations in Scott syndrome, a rare bleeding disorder 

(Suzuki et al. 2010; Castoldi et al. 2011), reproduced in a TMEM16F knock-out mouse model 

(Yang et al. 2012). Here we show that the sub-cellular localization of TMEM16F facing C-

bouton confers a spatially restricted function towards the cholinergic regulation of motoneurons 

in task-dependent demand (Zagoraiou et al. 2009) and consistent with this proposal, we reveal 

a role of TMEM16F in forced exercise using inclined treadmill while no significant effects were 

noted during spontaneous walking. Forced exercise involves both the recruitment of the high 

RB, type 3 motoneurons (potentially the FF motoneurons) and the neuromodulation of their 

activity by at least the muscarinic system. Our results evidence that the increase in firing 

frequency under muscarinic stimulation has more pronounced effect in the type 3 population. 

This population is characterized by more depolarized values of activity (high rheobase) and is 

also the main population targeted by TMEM16F. Cholinergic neuromodulation leads to Ca2+ 

activated K+ (SK) channels inhibition (Miles et al. 2007) and here we show that the role of 

TMEM16F is directly linked to the recruitment level of motoneuron activity. Both channels 
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generate outward currents whose functional contribution is dependent on their driving force, 

which explains their similar “voltage-dependence” towards the type 3 motoneurons. 

The role of motoneuron excitability in ALS remains a debate (Saxena et al. 2013a; Martinez-

Silva et al. 2018; Leroy et al. 2014). Here we show that the absence of TMEM16F protects 

against the early insults that lead to loss of muscle strength. Therefore, our results support that 

increasing the excitability threshold is a way to reduce the vulnerability of diseased FF and FR 

motoneurons to excitatory neuromodulatory inputs. In support to this assumption, we show that 

the nuclear factor ATF3 belongs to the set of activity-dependent genes up-regulated following 

large increase in [Ca2+]i  (Zhang et al. 2009). Reduced expression of ATF3 in ALS motoneurons 

depleted in TMEM16F support that TMEM16F loss of function protects against Ca2+ overload 

that could occur during synaptic hyperstimulation, an effect consistent with the increase in 

recruitment threshold. In support to this proposal and the sub-cellular expression of TMEM16F, 

there is a male-specific enlargement of synaptic C-boutons area in ALS diseased motoneurons 

at early symptomatic stage of the disease (Herron and Miles 2012). The similar temporal 

expression of activity-dependent gene, C-bouton enlargement and phenotype of TMEM16F 

depleted ALS mice support a role of synaptic-driven hyperexcitability in early stage of the 

disease in male. 

 

Growing number of studies show fundamental differences in signaling pathways between male 

and female in inflammatory response (Sorge et al. 2015), synaptic plasticity (Jain, Huang, and 

Woolley 2019). In addition to signaling pathway, the gender-dependent effects of TMEM16F 

deletion could also be attributable to channel regulation by androgen. Lower motoneurons in 

the spinal cord and brainstem are particularly rich with androgen receptor (AR) (Pozzi et al. 

2003) and the gain of function of the mutated AR is responsible for a neurodegenerative, 

neuromuscular motoneuron disease, the Kennedy disease (Querin, Soraru, and Pradat 2017). 

Interestingly, androgen-response elements are found in the ANO1/TMEM16A promoter region, 

which controls the transcription of Ano1 by dihydrotestosterone (Cha et al. 2015).  

By defining the role of TMEM16F under pathophysiological conditions, our study emphasizes 

the need to identify ionic channels involved in the recruitment threshold of motoneurons as they 

both determine not only the intrinsic level of excitability but also the level of neuromodulatory 

influence.  

 



119 

 

ACKNOWLEDGMENTS 

 

We thank Dr L.Y. Yan for providing Tmem16f-/- mice and N-term anti-Ano6 antibody; Dr P-F 

Mery for help in slice recordings; Mr B. Tremblier for contribution in preliminary experiments; 

the personnel of the Réseau d'Histologie Expérimentale de Montpellier (RHEM), the imaging 

facility MRI, member of the national infrastructure France-BioImaging supported by the French 

National Research Agency (ANR-10-INBS-04, «Investments for the future») and the INM 

animal facility for their services. This work was supported by Association française contre les 

myopathies n°17118 and 19496 (to F.S.), Institut National de la Santé et Recherche Médicale 

(to C.R.), ANR Mimetic n°ANR-15-CE18-0017-01 (to F.S.), ANR-14-RARE-0006 (to C.R.). 

C.S. was supported by Ministère de la Recherche et la Technologie grant, Association pour la 

recherche sur la SLA grant and by ANR-14-RARE-0006. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



120 

 

REFERENCES 

Adomaviciene, A., Smith, K. J., Garnett, H., and Tammaro, P. (2013). Putative pore-loops of 
TMEM16/anoctamin channels affect channel density in cell membranes. J Physiol 591, 3487-3505. 

Aebischer, J., Cassina, P., Otsmane, B., Moumen, A., Seilhean, D., Meininger, V., Barbeito, L., 
Pettmann, B., and Raoul, C. (2011). IFNgamma triggers a LIGHT-dependent selective death of 
motoneurons contributing to the non-cell-autonomous effects of mutant SOD1. Cell Death Differ 18, 
754-768. 

Arce, V., Garces, A., de Bovis, B., Filippi, P., Henderson, C., Pettmann, B., and deLapeyriere, O. (1999). 
Cardiotrophin-1 requires LIFRbeta to promote survival of mouse motoneurons purified by a novel 
technique. J Neurosci Res 55, 119-126. 

Bernard-Marissal, N., Moumen, A., Sunyach, C., Pellegrino, C., Dudley, K., Henderson, C. E., Raoul, C., 
and Pettmann, B. (2012). Reduced calreticulin levels link endoplasmic reticulum stress and Fas-
triggered cell death in motoneurons vulnerable to ALS. J Neurosc 32, 4901-4912. 

Boudes, M., Pieraut, S., Valmier, J., Carroll, P., and Scamps, F. (2008). Single-cell electroporation of 
adult sensory neurons for gene screening with RNA interference mechanism. J Neurosci Methods 170, 
204-211. 

Boudes, M., Sar, C., Menigoz, A., Hilaire, C., Pequignot, M. O., Kozlenkov, A., Marmorstein, A., 
Carroll, P., Valmier, J., and Scamps, F. (2009). Best1 is a gene regulated by nerve injury and required 
for Ca2+-activated Cl- current expression in axotomized sensory neurons. J Neurosc 29, 10063-10071. 

Bowerman, M., Salsac, C., Bernard, V., Soulard, C., Dionne, A., Coque, E., Benlefki, S., Hince, P., Dion, 
P. A., Butler-Browne, G., et al. (2017). KCC3 loss-of-function contributes to Andermann syndrome 
by inducing activity-dependent neuromuscular junction defects. Neurobiol Dis 106, 35-48. 

Bowerman, M., Salsac, C., Coque, E., Eiselt, E., Deschaumes, R. G., Brodovitch, A., Burkly, L. C., 
Scamps, F., and Raoul, C. (2015). Tweak regulates astrogliosis, microgliosis and skeletal muscle 
atrophy in a mouse model of amyotrophic lateral sclerosis. Hum Mol Genet. 

Brownstone, R. M. (2006). Beginning at the end: repetitive firing properties in the final common 
pathway. Prog Neurobiol 78, 156-172. 

Burke, R. E., Levine, D. N., Tsairis, P., and Zajac, F. E., 3rd (1973). Physiological types and 
histochemical profiles in motor units of the cat gastrocnemius. J Physiol 234, 723-748. 

Cantor, S., Zhang, W., Delestree, N., Remedio, L., Mentis, G. Z., and Burden, S. J. (2018). Preserving 
neuromuscular synapses in ALS by stimulating MuSK with a therapeutic agonist antibody. Elife 7. 

Caputo, A., Caci, E., Ferrera, L., Pedemonte, N., Barsanti, C., Sondo, E., Pfeffer, U., Ravazzolo, R., 
Zegarra-Moran, O., and Galietta, L. J. (2008). TMEM16A, a membrane protein associated with 
calcium-dependent chloride channel activity. Science 322, 590-594. 

Castoldi, E., Collins, P. W., Williamson, P. L., and Bevers, E. M. (2011). Compound heterozygosity for 2 
novel TMEM16F mutations in a patient with Scott syndrome. Blood 117, 4399-4400. 

Cha, J. Y., Wee, J., Jung, J., Jang, Y., Lee, B., Hong, G. S., Chang, B. C., Choi, Y. L., Shin, Y. K., Min, 
H. Y., et al. (2015). Anoctamin 1 (TMEM16A) is essential for testosterone-induced prostate 
hyperplasia. Proc Natl Acad Sci U S A 112, 9722-9727. 

Cho, H., Yang, Y. D., Lee, J., Lee, B., Kim, T., Jang, Y., Back, S. K., Na, H. S., Harfe, B. D., Wang, F., 
et al. (2012). The calcium-activated chloride channel anoctamin 1 acts as a heat sensor in nociceptive 
neurons. Nat Neurosci 15, 1015-1021. 

de Carvalho, M., Eisen, A., Krieger, C., and Swash, M. (2014). Motoneuron firing in amyotrophic lateral 
sclerosis (ALS). Front Hum Neurosci 8, 719. 

Deardorff, A. S., Romer, S. H., Deng, Z., Bullinger, K. L., Nardelli, P., Cope, T. C., and Fyffe, R. E. 
(2013). Expression of postsynaptic Ca2+-activated K+ (SK) channels at C-bouton synapses in 
mammalian lumbar -motoneurons. J Physiol 591, 875-897. 

Deardorff, A. S., Romer, S. H., Sonner, P. M., and Fyffe, R. E. (2014). Swimming against the tide: 
investigations of the C-bouton synapse. Front Neural Circuits 8, 106. 

ElBasiouny, S. M., Schuster, J. E., and Heckman, C. J. (2010). Persistent inward currents in spinal 
motoneurons: important for normal function but potentially harmful after spinal cord injury and in 
amyotrophic lateral sclerosis. Clin Neurophysiol 121, 1669-1679. 



121 

 

Gurney, M. E., Pu, H., Chiu, A. Y., Dal Canto, M. C., Polchow, C. Y., Alexander, D. D., Caliendo, J., 
Hentati, A., Kwon, Y. W., Deng, H. X., and et al. (1994). Motor neuron degeneration in mice that 
express a human Cu,Zn superoxide dismutase mutation. Science 264, 1772-1775. 

Gustafsson, B., and Pinter, M. J. (1984). An investigation of threshold properties among cat spinal alpha-
motoneurones. J Physiol 357, 453-483. 

Ha, G. E., Lee, J., Kwak, H., Song, K., Kwon, J., Jung, S. Y., Hong, J., Chang, G. E., Hwang, E. M., 
Shin, H. S., et al. (2016). The Ca2+-activated chloride channel anoctamin-2 mediates spike-frequency 
adaptation and regulates sensory transmission in thalamocortical neurons. Nat Commun 7, 13791. 

Hadzipasic, M., Tahvildari, B., Nagy, M., Bian, M., Horwich, A. L., and McCormick, D. A. (2014). 
Selective degeneration of a physiological subtype of spinal motor neuron in mice with SOD1-linked 
ALS. Proc Natl Acad Sci U S A 111, 16883-16888. 

Hartzell, H. C., Yu, K., Xiao, Q., Chien, L. T., and Qu, Z. (2009). Anoctamin/TMEM16 family members 
are Ca2+-activated Cl- channels. J Physiol 587, 2127-2139. 

Heckman, C. J., Mottram, C., Quinlan, K., Theiss, R., and Schuster, J. (2009). Motoneuron excitability: 
the importance of neuromodulatory inputs. Clin Neurophysiol 120, 2040-2054. 

Herron, L. R., and Miles, G. B. (2012). Gender-specific perturbations in modulatory inputs to 
motoneurons in a mouse model of amyotrophic lateral sclerosis. Neuroscience 226, 313-323. 

Huang, W. C., Xiao, S., Huang, F., Harfe, B. D., Jan, Y. N., and Jan, L. Y. (2012). Calcium-activated 
chloride channels (CaCCs) regulate action potential and synaptic response in hippocampal neurons. 
Neuron 74, 179-192. 

Jain, A., Huang, G. Z., and Woolley, C. S. (2019). Latent Sex Differences in Molecular Signaling That 
Underlies Excitatory Synaptic Potentiation in the Hippocampus. J Neurosc 39, 1552-1565. 

Kanning, K. C., Kaplan, A., and Henderson, C. E. (2010). Motor neuron diversity in development and 
disease. Annu Rev Neurosci 33, 409-440. 

Kaplan, A., Spiller, K. J., Towne, C., Kanning, K. C., Choe, G. T., Geber, A., Akay, T., Aebischer, P., 
and Henderson, C. E. (2014). Neuronal matrix metalloproteinase-9 is a determinant of selective 
neurodegeneration. Neuron 81, 333-348. 

Kunzelmann, K., Nilius, B., Owsianik, G., Schreiber, R., Ousingsawat, J., Sirianant, L., Wanitchakool, P., 
Bevers, E. M., and Heemskerk, J. W. (2014). Molecular functions of anoctamin 6 (TMEM16F): a 
chloride channel, cation channel, or phospholipid scramblase? Pflugers Arch 466, 407-414. 

Leroy, F., Lamotte d'Incamps, B., Imhoff-Manuel, R. D., and Zytnicki, D. (2014). Early intrinsic 
hyperexcitability does not contribute to motoneuron degeneration in amyotrophic lateral sclerosis. 
Elife 3. 

Liu, B., Linley, J. E., Du, X., Zhang, X., Ooi, L., Zhang, H., and Gamper, N. (2010). The acute 
nociceptive signals induced by bradykinin in rat sensory neurons are mediated by inhibition of M-type 
K+ channels and activation of Ca2+-activated Cl- channels. J Clin Invest 120, 1240-1252. 

Manuel, M., and Heckman, C. J. (2011). Adult mouse motor units develop almost all of their force in the 
subprimary range: a new all-or-none strategy for force recruitment? J Neurosc 31, 15188-15194. 

Martinez-Silva, M. L., Imhoff-Manuel, R. D., Sharma, A., Heckman, C. J., Shneider, N. A., Roselli, F., 
Zytnicki, D., and Manuel, M. (2018). Hypoexcitability precedes denervation in the large fast-
contracting motor units in two unrelated mouse models of ALS. Elife 7. 

McCombe, P. A., and Henderson, R. D. (2010). Effects of gender in amyotrophic lateral sclerosis. Gend 
Med 7, 557-570. 

Miles, G. B., Hartley, R., Todd, A. J., and Brownstone, R. M. (2007). Spinal cholinergic interneurons 
regulate the excitability of motoneurons during locomotion. Proc Natl Acad Sci U S A 104, 2448-
2453. 

Muennich, E. A., and Fyffe, R. E. (2004). Focal aggregation of voltage-gated, Kv2.1 subunit-containing, 
potassium channels at synaptic sites in rat spinal motoneurones. J Physiol 554, 673-685. 

Muller, D., Cherukuri, P., Henningfeld, K., Poh, C. H., Wittler, L., Grote, P., Schluter, O., Schmidt, J., 
Laborda, J., Bauer, S. R., et al. (2014). Dlk1 promotes a fast motor neuron biophysical signature 
required for peak force execution. Science 343, 1264-1266. 

Picollo, A., Malvezzi, M., and Accardi, A. (2015). TMEM16 proteins: unknown structure and confusing 
functions. J Mol Biol 427, 94-105. 



122 

 

Pozzi, P., Bendotti, C., Simeoni, S., Piccioni, F., Guerini, V., Marron, T. U., Martini, L., and Poletti, A. 
(2003). Androgen 5-alpha-reductase type 2 is highly expressed and active in rat spinal cord motor 
neurones. J Neuroendocrinol 15, 882-887. 

Pun, S., Santos, A. F., Saxena, S., Xu, L., and Caroni, P. (2006). Selective vulnerability and pruning of 
phasic motoneuron axons in motoneuron disease alleviated by CNTF. Nat Neurosci 9, 408-419. 

Querin, G., Soraru, G., and Pradat, P. F. (2017). Kennedy disease (X-linked recessive bulbospinal 
neuronopathy): A comprehensive review from pathophysiology to therapy. Rev Neurol (Paris) 173, 
326-337. 

Raoul, C., Estevez, A. G., Nishimune, H., Cleveland, D. W., deLapeyriere, O., Henderson, C. E., Haase, 
G., and Pettmann, B. (2002). Motoneuron death triggered by a specific pathway downstream of Fas. 
potentiation by ALS-linked SOD1 mutations. Neuron 35, 1067-1083. 

Saxena, S., Cabuy, E., and Caroni, P. (2009). A role for motoneuron subtype-selective ER stress in 
disease manifestations of FALS mice. Nat Neurosci 12, 627-636. 

Saxena, S., Roselli, F., Singh, K., Leptien, K., Julien, J. P., Gros-Louis, F., and Caroni, P. (2013). 
Neuroprotection through excitability and mTOR required in ALS motoneurons to delay disease and 
extend survival. Neuron 80, 80-96. 

Schroeder, B. C., Cheng, T., Jan, Y. N., and Jan, L. Y. (2008). Expression cloning of TMEM16A as a 
calcium-activated chloride channel subunit. Cell 134, 1019-1029. 

Sorge, R. E., Mapplebeck, J. C., Rosen, S., Beggs, S., Taves, S., Alexander, J. K., Martin, L. J., Austin, J. 
S., Sotocinal, S. G., Chen, D., et al. (2015). Different immune cells mediate mechanical pain 
hypersensitivity in male and female mice. Nat Neurosci 18, 1081-1083. 

Suzuki, J., Umeda, M., Sims, P. J., and Nagata, S. (2010). Calcium-dependent phospholipid scrambling 
by TMEM16F. Nature 468, 834-838. 

Tian, Y., Schreiber, R., and Kunzelmann, K. (2012). Anoctamins are a family of Ca2+-activated Cl- 
channels. J Cell Sci 125, 4991-4998. 

Van Damme, P., Bogaert, E., Dewil, M., Hersmus, N., Kiraly, D., Scheveneels, W., Bockx, I., Braeken, 
D., Verpoorten, N., Verhoeven, K., et al. (2007). Astrocytes regulate GluR2 expression in motor 
neurons and their vulnerability to excitotoxicity. Proc Natl Acad Sci U S A 104, 14825-14830. 

Van Den Bosch, L., Van Damme, P., Bogaert, E., and Robberecht, W. (2006). The role of excitotoxicity 
in the pathogenesis of amyotrophic lateral sclerosis. Biochim Biophys Acta 1762, 1068-1082. 

von Lewinski, F., and Keller, B. U. (2005). Ca2+, mitochondria and selective motoneuron vulnerability: 
implications for ALS. Trends Neurosci 28, 494-500. 

Yang, H., Kim, A., David, T., Palmer, D., Jin, T., Tien, J., Huang, F., Cheng, T., Coughlin, S. R., Jan, Y. 
N., and Jan, L. Y. (2012). TMEM16F forms a Ca2+-activated cation channel required for lipid 
scrambling in platelets during blood coagulation. Cell 151, 111-122. 

Yang, Y. D., Cho, H., Koo, J. Y., Tak, M. H., Cho, Y., Shim, W. S., Park, S. P., Lee, J., Lee, B., Kim, B. 
M., et al. (2008). TMEM16A confers receptor-activated calcium-dependent chloride conductance. 
Nature 455, 1210-1215. 

Zagoraiou, L., Akay, T., Martin, J. F., Brownstone, R. M., Jessell, T. M., and Miles, G. B. (2009). A 
cluster of cholinergic premotor interneurons modulates mouse locomotor activity. Neuron 64, 645-
662. 

Zengel, J. E., Reid, S. A., Sypert, G. W., and Munson, J. B. (1985). Membrane electrical properties and 
prediction of motor-unit type of medial gastrocnemius motoneurons in the cat. J Neurophysiol 53, 
1323-1344. 

Zhang, S. J., Zou, M., Lu, L., Lau, D., Ditzel, D. A., Delucinge-Vivier, C., Aso, Y., Descombes, P., and 
Bading, H. (2009). Nuclear calcium signaling controls expression of a large gene pool: identification 
of a gene program for acquired neuroprotection induced by synaptic activity. PLoS Genet 5, 
e1000604. 

Zhang, Y., Zhang, Z., Xiao, S., Tien, J., Le, S., Le, T., Jan, L. Y., and Yang, H. (2017). Inferior Olivary 
TMEM16B Mediates Cerebellar Motor Learning. Neuron 95, 1103-1111 e1104. 

 

 



123 

 

II. Résultats complémentaires relatifs à l’article  
 

Rôle de TMEM16F sur l’excitabilité des motoneurones SOD1G93A entre P8 et P10 

Comme nous l’avons décrit dans l’article, la délétion de TMEM16F chez les souris SOD1G93A 

retarde l’apparition des premiers symptômes, prévient la perte de force musculaire et allonge la 

durée de vie. De plus, les enregistrements électrophysiologiques effectués sur les motoneurones 

sauvages et Tmem16f-/- indiquent que TMEM16F régule le seuil d’excitabilité des 

motoneurones de type 3 ce qui corrèle parfaitement avec l’effet de ce canal sur les capacités 

motrices au cours d’un effort. Nous avons donc supposé que l’effet bénéfique de la délétion de 

TMEM16F au cours de la SLA passait par une modification du seuil d’excitabilité des 

motoneurones. Afin de vérifier cette hypothèse, nous avons mesuré les propriétés biophysiques 

passives et l’activité électrique des motoneurones SOD1G93A et SOD1G93A ;Tmem16f-/-entre P8 

et P10. De façon surprenante, et indépendamment du sous-type de motoneurone, la perte de 

TMEM16F n’affecte ni le seuil de recrutement ni le gain I-f (Table 5). De la même manière, 

TMEM16F n’est pas impliqué dans les mécanismes d’augmentation du gain I-f générés par la 

neuromodulation cholinergique (Figure 25). Notons que ces résultats reflètent l’excitabilité des 

motoneurones à un stade très précoce de la SLA, de ce fait, notre hypothèse de départ n’est pas 

exclue. Cependant l’ensemble de ces données ne permet pas de conclure sur la façon dont 

TMEM16F joue sur l’excitabilité des motoneurones SOD1G93A.  
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Tableau 5 : Propriétés électriques des motoneurones SOD1G93A et SOD1G93A ;Tmem16f-/- 
de type 1, 2 et 3 entre P8 et P10 

  

Paramètre Sous-type de MN SOD1G93A SOD1G93A ;  Tmem16f-/- 

  

Résistance 

d’entrée (MΩ) 

Type 1 

Type 2 

Type 3 

90.6 ±2.7, n = 3 

51.6 ±5.0, n =7 

30.2 ±1.8, n = 12 

228 ±42, n = 4 (p = 0.04, *) 

58.6 ±7.1, n = 5 (p = 0.46) 

30.5 ±2.4, n = 16 (p = 0.93) 

  

Rhéobase (pA) 

Type 1 

Type 2 

Type 3 

133 ±33, n = 3 

228 ±26, n = 7 

842 ±78, n = 12 

75 ±14, n = 4; (p = 0.16) 

300 ±45, n = 5; (p = 0.052) 

812 ±71, n = 16; (p = 0.69) 

  

Gain 

(Hz nA-1) 

Type 1 

Type 2 

Type3 

37.3 ±7.7, n = 3 

29.6 ±3.0, n = 7 

25.9 ±1.7, n = 12 

51.7 ±11.6, n = 4; (p = 0.38) 

34.8 ±3.3, n = 5; (p = 0.27) 

23.5 ±1.5, n = 16; (p = 0.29) 
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Figure 25 : TMEM16F n’est pas mis en jeu dans les mécanismes de neuromodulation 

cholinergique des motoneurones SOD1G93A entre P8 et P10 
Tracse représentatives de l’activité électrique d’un motoneurone de type 1 (A) de type 2 (E) et 
de type 3 (I). Graphes représentant les courbes de gain I-f contrôles (noires) et en présence 
d’oxotrémorine (vertes) des motoneurones SOD1G93A et SOD1G93A;Tmem16f-/- de type 1 (B, C), 
de type 2 (F, G), et de type 3 (J, K). Quantification du pourcentage de changement du gain I-f 
en présence d’oxotrémorine des motoneurones SOD1G93A et SOD1G93A;Tmem16f-/- de type 1 
(D), de type 2 (H), et de type 3 (L). (* p < 0.05, **** p < 0.0001, t-test apparié et non apparié) 
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Les motoneurones spinaux permettent de générer la commande motrice finale pour un 

mouvement donné. Ce sont les propriétés du motoneurone régulant son excitabilité intrinsèque 

et extrinsèque qui lui permettent d’intégrer l’ensemble des informations motrices pour coder le 

profil de décharge adéquat au mouvement requis. Le motoneurone détermine ainsi la force et 

la durée de contraction du muscle. La difficulté à déchiffrer le fonctionnement du système 

moteur rend compte de sa complexité, clé de la diversité et de la finesse des mouvements qui 

peuvent être accomplis. À ce jour, bien que de nombreux mécanismes et acteurs régulant 

l’excitabilité motoneuronale aient été décrits, certains restent toujours méconnus. De plus, au 

cours de la SLA qui est une maladie neurodégénérative touchant les motoneurones, 

l’excitabilité de ces derniers est perturbée très précocement et semble être un point majeur dans 

la progression de la pathologie. L’identification des acteurs régulant l’excitabilité 

motoneuronale est donc un enjeu essentiel pour tenter de comprendre et enrayer ces 

dérégulations précoces.  

L’ensemble de ce travail de doctorat a ainsi permis de mettre en évidence l’existence d’un 

nouvel acteur dans le fonctionnent du système moteur et de décoder son rôle dans l’élaboration 

de la commande motrice. Ainsi, nous avons pu montrer que TMM16F influence le 

comportement moteur en fonction de l’intensité de l’effort requis en jouant sur le seuil de 

recrutement des motoneurones.  De plus, la délétion de TMEM16F dans le modèle murin de la 

SLA permet de préserver la force musculaire, retarder l’apparition des premiers symptômes et 

allonger le temps de survie.  

 

1. TMEM16F est un CaCC motoneuronal 
 

Les résultats mettent en évidence que TMEM16F est exprimé spécifiquement par les 

motoneurones α. L’expression de TMEM16F au niveau de la membrane plasmique est en 

accord avec les études de surexpression de TMEM16F dans des systèmes hétérologues 

(Adomaviciene et al. 2013; Tian, Schreiber, and Kunzelmann 2012). Comme cela a déjà été 

noté, les résultats concernant la perméabilité ionique du canal TMEM16F divergent en fonction 

du type cellulaire étudié et des protocoles appliqués. Suivant les travaux, TMEM16F est 

identifié comme un canal chlorure, un canal mixte cation/chlorure voire un canal cationique 

non spécifique (Kmit et al. 2013; Martins et al. 2011; Yang et al. 2012; Juul et al. 2014). Dans 

notre étude, nous montrons que TMEM16F récapitule les caractéristiques d’un CaCC. Il a une 

perméabilité majoritaire aux ions chlorure et probablement une perméabilité cationique étant 

donné le potentiel d’inversion à -60mV de la courbe I-V dans la condition 10mM [Cl]i sachant 
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que le potentiel d’inversion des ions Cl- est de -82mV. De plus, TMEM16F génère un courant 

rectifiant sortant qui peut être inactivé par le NFA.  

Quant à la source physiologique de calcium activant TMEM16F, celle-ci reste à ce jour 

inconnue. De par la localisation de TMEM16F au niveau des boutons C, on peut imaginer des 

sources de calcium similaires à celles activant les canaux SK. Les candidats potentiels sont des 

canaux calciques dépendants du voltage et des sources intracellulaires telles que les récepteurs 

IP3 ou RyR potentiellement localisés à la membrane des citernes sous-membranaires (Cf I 

4.2.2.2.). L’identification de la source de calcium activant TMEM16F permettrait de mieux 

comprendre le mode d’activation et la signalisation cellulaire associée à ce canal. Ces 

expériences supplémentaires seraient donc nécessaires pour complémenter nos données 

mécanistiques.  

D’autre part, une molécule apparaît comme un modulateur de l’activité de plusieurs membres 

de la famille TMEM16 dont TMEM16F ; il s’agit du phosphatidylinositol-(4, 5)-bisphosphate 

(PIP2) (Ta et al. 2017; Ye et al. 2018). Le PIP2 est connu pour réguler l’activité de nombreux 

canaux ioniques via une interaction directe ou en tant que molécule de signalisation (Hansen 

2015; Suh and Hille 2008). Le PIP2 est l’un des phosphoinositides les plus abondants et se 

retrouve majoritairement au niveau du feuillet interne de la membrane plasmique. Sa 

localisation lui permet de se lier avec des acides aminés chargés de la partie N-terminale de 

TMEM16F pour moduler la conformation du canal et rendre le site de fixation au calcium plus 

accessible (Ye et al. 2018). La quantité de PIP2 pouvant être régulée par l’activité des récepteurs 

couplés aux protéines Gq tels que les récepteurs muscariniques m1 et m3 exprimés par les 

motoneurones, il serait intéressant d’étudier le lien entre la transmission cholinergique, 

l’hydrolyse du PIP2 et l’activité de TMEM16F.  

Nos travaux s’inscrivant dans le cadre de l’étude de l’excitabilité des motoneurones, nous 

n’avons pas étudié l’activité scramblase de TMEM16F. Dans un type cellulaire tel que le 

motoneurone qui est une cellule excitable, il est probable que la conformation majoritaire de 

TMEM16F soit celle permettant la conduction des ions. Si l’exposition de la phosphatidylsérine 

est impliquée dans plusieurs processus cellulaires (Segawa, Suzuki, and Nagata 2011), les 

résultats que nous obtenons en délétant TMEM16F sont en oppositon avec une potentielle 

implication de l’activité scrambalse dans l’excitabilité motoneuronale. Bien que l’étude de cette 

activité scramblase semble apparemment plus pertinente de la cadre de la SLA, il est important 

de noter que si l’exposition de la phosphatidylsérine sur le feuillet externe de la membrane 

plasmique est un signal nécessaire pour déclencher la phagocytose, il n’est en réalité pas 

suffisant. Il existe ainsi deux mécanismes d’exposition de la phosphatidylsérine. Le premier est 



130 

 

initié par l’activation de la scramblase Xkr8. Il est dépendant de l’apoptose et permet de 

déclencher la phagocytose. Le second mécanisme est médié par TMEM16F. Il est indépendant 

de l’apoptose et ne déclenche pas  la phagocytose (Segawa and Nagata 2015). Notons que 

l’expression d’une forme de TMEM16F permettant l’exposition constitutive de la 

phosphatidylsérine n’entraine pas d’apoptose ni de phagocytose (Segawa, Suzuki, and Nagata 

2011). De plus, nous montrons qu’au cours de la SLA, la mort des motoneurones n’est pas 

affectée par la délétion de TMEM16F. Cela suggère que si TMEM16F a une activité scramblase 

dans les motoneurones, en plus d’être indépendante de l’excitabilité motoneuronale, elle n’est 

pas impliquée dans les processus de mort des motoneurones.   

  

2. Rôle de TMEM16F sur l’excitabilité intrinsèque des motoneurones 
 

Le seuil de recrutement des motoneurones est dicté par différents paramètres parmi lesquels la 

résistance d’entrée a un rôle majeur. Plus la résistance d’entrée des motoneurones est faible, 

plus le potentiel seuil de déclenchement des potentiels d’action et la rhéobase sont élevés. Dans 

les motoneurones de types 3 supposés rapides, le potentiel de déclenchement des potentiels 

d’action est plus dépolarisé que dans les autres sous-types (Leroy et al. 2014). On peut donc 

supposer qu’au cours de la décharge des motoneurones de type 3, la gamme de potentiels 

membranaires plus dépolarisée permette au gradient électrochimique des ions Cl- de générer 

un courant TMEM16F hyperpolarisant plus important. Ceci expliquerait l’effet voltage-

dépendant de la délétion de TMEM16F sur le seuil de recrutement des motoneurones. En accord 

avec nos résultats, la présence de TMEM16F permet de réduire le seuil de recrutement des 

motoneurones présumés rapides (type 3) et ainsi d’influencer les performances motrices 

requérant le recrutement de ces motoneurones, c’est à dire lors d’un effort soutenu.  

D’autre part, il est possible que la disponibilité en calcium pour l’activation de TMEM16F soit 

plus importante dans la sous-population de type 3 et permette de générer des courants CaCC de 

plus grande amplitude. Ceci expliquerait également l’effet plus marqué de la délétion de 

TMEM16F dans ce sous-type de motoneurone.  

 

De façon inattendue, nous n’avons pas retrouvé un tel effet suite à la délétion de TMEM16F 

dans les motoneurones SOD1G93A. La perte du canal n’entraine pas de changement concernant 

le seuil de recrutement, la résistance d’entrée et le gain I-f des motoneurones. Il est très probable 

que cela soit dû au stade auquel nous avons effectué les enregistrements. Comme cela a été 

évoqué dans la partie II 9.1. , l’excitabilité intrinsèque des motoneurones SODG93A est un 
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paramètre dynamique au cours de la maladie (Devlin et al. 2015; Martinez-Silva et al. 2018; 

Naujock et al. 2016). Au stade P8-P10 auquel nous avons réalisé les enregistrements 

électrophysiologiques, plusieurs paramètres régissant l’excitabilité intrinsèque des 

motoneurones rapides sont modifiés. Cependant, la résultante de ces dérégulations sur 

l’excitabilité intrinsèque globale est nulle. Les motoneurones rapides sont dans un état 

d’excitabilité nette pseudo normale grâce à la compensation des différents évènements 

pathologiques. Dans ces conditions, il est probable que la délétion de TMEM16F à P8-P10 soit 

complètement contrebalancée et explique l’absence de différence notable entre l’excitabilité 

intrinsèque des motoneurones SOD1G93A et celle des motoneurones SOD1G93A;Tmem16f-/-. 

Des enregistrements de l’activité électrique à différents stades de la pathologie seraient 

nécessaires pour étudier le rôle de TMEM16F sur la dynamique de l’excitabilité intrinsèque des 

motoneurones au cours de la SLA. 

 

3. Rôle de TMEM16F sur la neuromodulation cholinergique 
 

Au cours d’une activité physique soutenue, les boutons C sont une source de neuromodulation 

majeure pour les motoneurones qui, in fine, permettent de développer suffisamment de force 

pour effectuer un effort (Miles et al. 2007; Zagoraiou et al. 2009). L’utilisation du marqueur 

d’activité c-Fos a permis de démontrer le recrutement des interneurones V0c au cours d’un 

effort de forte intensité sur un tapis roulant incliné (Tillakaratne et al. 2014). De plus, les efforts 

tels que la course sur tapis roulant ou la nage nécessitent une activation préférentielle du muscle 

gastrocnemius. Or, les motoneurones qui innervent ce muscle sont particulièrement riches en 

boutons C comparés aux motoneurones innervant les muscles soleus ou plantaris (Hellstrom et 

al. 2003; Roy et al. 1991; Zagoraiou et al. 2009). Bien que les boutons C soient présents sur 

tous les motoneurones α, l’innervation cholinergique préférentielle des motoneurones recrutés 

pendant un effort intense est en accord avec les effets différentiels de l’oxotremorine en fonction 

du sous-type de motoneurone. En effet, nos résultats indiquent que la stimulation des récepteurs 

muscariniques augmente graduellement le gain I-f en fonction du sous-type de motoneurone 

avec l’impact le plus marqué pour la sous-population de type 3 présumée rapide. Par ailleurs, 

s’il est connu que la neuromodulation cholinergique conduit à l’augmentation du gain I-f des 

motoneurone via l’inhibition de la mAHP par le blocage des canaux potassiques SK, les 

précédentes études n’ont pas pris en compte les différences de propriétés de la mAHP suivant 

le sous-type lent ou rapide des motoneurones. En effet, l’amplitude et le temps de relaxation de 

la mAHP sont plus élevés dans les motoneurones lents probablement grâce à l’expression du 
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canal SK3 en plus de SK2 (Button et al. 2006; Deardorff et al. 2013; Gardiner 1993). 

Considérant cela, il est possible que les effets différentiels de l’oxotrémorine suivant les sous-

populations de motoneurones soient aussi dus à l’expression de l’isoforme SK3 dont la 

sensibilité à l’oxotrémorine reste inconnue. 

  

De façon surprenante, si l’expression cellulaire de TMEM16F semble prédéfinir sa fonction à 

l’égard du rôle des boutons C au cours d’un exercice physique, dans notre étude, la délétion de 

TMEM16F ne semble pas affecter les effets de la neuromodulation cholinergique en conditions 

physiologiques et pathologiques. De tels résultats peuvent cependant être expliqués par les 

limites des protocoles expérimentaux appliqués lors de notre analyse. En effet, bien que le 

mécanisme le plus étudié de la neuromodulation cholinergique des motoneurones soit 

l’inhibition de la mAHP médiée par les récepteurs m2 (Hellstrom et al. 2003; Miles et al. 2007), 

il ne permet pas d’expliquer le rôle des nombreuses autres protéines exprimées au niveau des 

boutons C (Cf I 4.2.2.2.). Par ailleurs, ce mécanisme n’est pas le seul qui soit connu. Les travaux 

de Bertrand et Cazalets mettent en évidence une fonction majeure des interneurones V0c dans 

l’excitabilité des motoneurones, il s’agit de la potentialisation à court terme des entrées 

synaptiques glutamatergiques (Bertrand and Cazalets 2011). Il serait donc intéressant de 

reproduire ces conditions expérimentales afin de déterminer si TMEM16F réduit les effets de 

l’acétylcholine sur la potentialisation des entrées glutamatergiques. Ces expériences sont 

d’autant plus pertinentes qu’elles permettraient dans le même temps de montrer si TMEM16F 

est impliqué dans les phénomènes d’excitotoxicité au glutamate au cours de la SLA. Ceci serait 

en effet une piste de réflexion quant aux effets protecteurs de la délétion de TMEM16F dans le 

modèle SOD1G93A. 

D’autre part, dans notre étude nous avons utilisé un agoniste muscarinique à large spectre 

pouvant masquer les effets spécifiques dus à l’activation des différents récepteurs 

muscariniques exprimés par les motoneurone (Bertrand and Cazalets 2011). Il serait donc 

nécessaire d’appliquer les inhibiteurs spécifiques des différents récepteurs muscariniques afin 

de déceler si TMEM16F joue effectivement un rôle dans la transmission cholinergique. 

 

4. Rôle protecteur de la délétion de TMEM16F chez les mâles SOD1G93A 
 

Au cours de la SLA, la mort des motoneurones n’est que la dernière étape d’un long processus 

de dérégulation et de dysfonctionnement de la cellule. Voilà pourquoi maintenir le MN en vie 

alors que les anomalies de la cellule persistent n’a qu’un impact modeste sur la survie des 



133 

 

animaux et la progression de la maladie (Kostic et al. 1997; Sagot et al. 1995). La SLA est 

souvent décrite comme une axonopathie distale au cours de laquelle les défauts somatiques 

précoces conduisent à un enchaînement précis de processus pathologiques (Fischer et al. 2004; 

Pun et al. 2006). Les dysfonctionnements précoces tels que les défauts mitochondriaux et le 

stress cellulaire conduisent à une accumulation de neurofilaments et des défauts de transport 

axonal. Ceci limite le transport des vésicules synaptiques à la JNM et la transmission synaptique 

entre le motoneurone et le muscle. Par la suite, des processus similaires à ceux de l’élagage 

synaptique au cours du développement du système nerveux se mettent en place. En effet, la 

communication entre le motoneurone et le muscle étant non fonctionnelle, l’axone commence 

à dégénérer pour éliminer les connections aberrantes et inefficaces. Après la dégénérescence de 

la quasi-totalité de l’axone, les motoneurones subissent des processus de mort par apoptose. Il 

est important de noter que dans le déroulement de ces évènements, il existe une période 

d’environ 50 jours entre la dénervation des JNM et la mort des motoneurones dans le modèle 

SOD1G93A. La dénervation des JNM est très précoce et se déroule autour de P50 pour les fibres 

FF. À P80, environ 60% des axones des racines ventrales ont dégénéré et à P100 on commence 

à noter une mort significative des motoneurones vulnérables (Fischer et al. 2004; Hegedus, 

Putman, and Gordon 2007; Kaplan et al. 2014).  

Dans notre modèle d’étude, la diminution du marquage ATF3 atteste du fait que la délétion de 

TMEM16F réduit le stress des motoneurones. Étant donné nos résultats montrant un maintien 

de la force musclulaire, un allongement de la survie et une tendance au maintient de 

l’innervation des JNM chez les animaux SOD1G93A; Tmem16f-/-, il semble que cette atténuation 

du stress prévienne les dysfonctionnements consécutifs et permette de préserver la transmission 

synaptique, et l’innervation de la JNM. Quant à la mort des motoneurones à P110, nous ne 

constatons pas de différence entre les animaux SOD1G93A et SOD1G93A;Tmem16f-/-. Cette âge 

correspondant au début des évènement de mort des motoneurones, il est peut-être trop tôt pour 

déceler des différences entre nos deux conditions.  

 

5. Délétion de TMEM16F et dimorphisme de genre 
 

Chez les mammifères, le dimorphisme sexuel physiologique du système neuromusculaire 

s’explique par la présence marquée des récepteurs aux hormones stéroïdes au niveau de la 

moelle épinière et en particulier dans les motoneurones et au niveau des muscles. L’expression 

des récepteurs aux androgènes se retrouve dans les motoneurones, les myotubes et les cellules 

sattelites (Lumbroso et al. 1996; Sinha-Hikim et al. 2004) tandis que de récentes études 
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identifient les récepteurs aux œstrogènes ERRβ et ERRγ comme marqueurs moléculaires 

respectifs des motoneurones γ et des motoneurones lents de type S (Enjin et al. 2012; Enjin et 

al. 2010; Friese et al. 2009). Les stéroïdes exercent des effets dits « génomiques » via la 

stimulation de leurs récepteurs nucléaires et des effets « non génomiques » via la stimulation 

de leurs récepteurs ou ligands cytoplasmiques et membranaires (Elkabes and Nicot 2014). La 

stimulation des récepteurs par les hormones stéroïdes est donc susceptible d’induire des effets 

différents en fonction du genre expliquant les différences morphométriques concernant le 

nombre et la taille des fibres musculaires et des motoneurones mais aussi la composition en 

sous-types de fibres d’un muscle.  

Une étude sur le muscle rapide digitorum brevis reporte des différences de masse musculaire, 

de taille des motoneurones et des fibres musculaires dépendantes du genre (Leslie, Forger, and 

Breedlove 1991). Quant aux propriétés des unités motrices du muscle gastrocnemien, il a été 

montré que chez le mâle dont la masse musculaire est plus importante, les unités motrices de 

type FF sont plus nombreuses, développent davantage de force et se contractent plus longtemps 

que chez la femelle (Celichowski and Drzymala 2006; Celichowski and Drzymala-Celichowska 

2007).  

Etant donné ces différences de genre existant en conditions physiologiques, il n’est pas 

surprenant de retrouver un dimorphisme sexuel dans des conditions modifiant le 

fonctionnement du système neuromusculaire telles que dans les modèles murins Tmem16f-/- et 

SOD1G93A ainsi que chez les patients atteints de SLA (McCombe and Henderson 2010; Cantor 

et al. 2018). De façon intéressante, la mutation du gène codant pour le récepteur aux androgènes 

est responsable de l’amyotrophie spinal et bulbaire (SBMA pour « Spinal bulbar muscular 

atrophy ») aussi connue sous le nom de maladie de Kennedy et qui touche exclusivement les 

hommes.  

Parmi les effets génomiques des androgènes, il a été reporté que leurs récepteurs jouent le rôle 

de facteur de transcription pour le gène codant pour le CaCC TMEM16A (Cha et al. 2015). 

Nous pouvons donc imaginer des mécanismes similaires pour réguler l’expression de Tmem16f. 

Par ailleurs, de par la localisation cellulaire de TMEM16F au niveau des boutons C, il est 

possible qu’un mécanisme non génomique intervienne. La protéine σ1R exprimée au niveau 

des citernes sous-membranaires des boutons C et connue pour son rôle de chaperonne des 

récepteurs IP3 compte la progestérone parmi ses ligands (Mavlyutov et al. 2010; Su, London, 

and Jaffe 1988). Si l’on suppose que les récepteurs IP3 puissent constituer une source de 

calcium pour l’activation de TMEM16F, il est possible que ce canal soit activé de façon 

différentielle entre les mâles et les femelles.  
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Etant données nos techniques d’enregistrement électrophysiologique actuelles, ces hypothèses 

n’ont pas pu être testées dans notre laboratoire. En effet, à ce jour nous sommes en mesure 

d’effectuer des enregistrements électrophysiologiques sur des motoneurones issus d’animaux 

âgés au maximum de 10 jours. Or à ces stades précoces, le système des hormones stéroïdes des 

animaux est immature et ne permet pas de comparer les mâles avec les femelles.  

Enfin, des travaux ont montré qu’au cours de la progression de la SLA, les boutons C subissent 

un élargissement (Milan et al. 2015; Saxena et al. 2013b). Plus précisément, cette augmentation 

de volume semble précéder la phase de dénervation des différents sous-types de motoneurones 

et apparaît comme un phénomène neuroprotecteur compensatoire que les cellules mettent 

naturellement en place. Cependant Saxena et al précisent que ce mécanisme est moins prononcé 

chez les femelles que chez les mâles. Il n’est donc pas surprenant que la manipulation des divers 

constituants des boutons C génère des effets différents en fonction du genre comme c’est le cas 

pour la délétion de TMEM16F.  

 

 

En conclusion, nos travaux ont permis d’identifier TMEM16F comme un nouveau canal 

exprimé dans les motoneurones spinaux. En participant à l’élaboration de la commande motrice 

finale, il atteste de l’importance de la régulation de l’excitabilité pour le codage d’un signal 

adapté à la situation donnée. De plus, de par sa nature de CaCC, TMEM16F semble être un 

élément au centre des processus pathologiques mis en jeu au cours de la SLA. En effet, son 

activité de canal ionique et son activation dépendante du calcium renforcée par sa localisation 

cellulaire proche des citernes sous-membranaires placent TMEM16F à l’interface entre les 

dérégulations de l’excitabilité motoneuronale et celles de l’homéostasie calcique. De par cette 

position critique, la délétion de TMEM16F dans le modèle SOD1G93A est neuroprotectrice.  

De façon plus globale, nos travaux confirment l’existence d’un couplage tripartite entre le stress 

cellulaire, l’excitabilité et la neuroprotection dont la manipulation offre un potentiel 

thérapeutique.  
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Loss-of-functionmutations in the potassium-chloride cotransporter KCC3 lead toAndermann syndrome, a severe

sensorimotor neuropathy characterized by areflexia, amyotrophy and locomotor abnormalities. The molecular

events responsible for axonal loss remain poorly understood. Here, we establish that global or neuron-specific

KCC3 loss-of-function inmice leads to early neuromuscular junction (NMJ) abnormalities and muscular atrophy

that are consistent with the pre-synaptic neurotransmission defects observed in patients. KCC3 depletion does

not modify chloride handling, but promotes an abnormal electrical activity among primary motoneurons and

mislocalization of Na+/K+-ATPase α1 in spinal cord motoneurons. Moreover, the activity-targeting drug

carbamazepine restores Na+/K+-ATPase α1 localization and reduces NMJ denervation in Slc12a6−/− mice. We

here propose that abnormal motoneuron electrical activity contributes to the peripheral neuropathy observed

in Andermann syndrome.

© 2017 Elsevier Inc. All rights reserved.
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1. Introduction

Andermann syndrome is an autosomal recessive neurodevelopmental
and neurodegenerative disorder characterized by peripheral neuropathy
with variable agenesis of the corpus callosum (ACCPN) (Larbrisseau
et al., 1984; Mathieu et al., 1990), hypotonia and amyotrophy

(DeBraekeleer et al., 1993) and is caused by mutations within the cation-
chloride cotransporter KCC3 (Howard et al., 2002).

KCC3-deficient mice reproduce the typical ACCPN sensorimotor
histophysiopathology, displaying impaired locomotor and sensorimotor
gating capacities and decreased peripheral nerve conduction (Howard
et al., 2002; Boettger et al., 2003; Sun et al., 2010; Shekarabi et al.,
2012). Axonal swelling, neurodegeneration and hypomyelination of
the sciatic nerve seem to account for the peripheral neuropathy. Both
enveloping glial cells and demyelinating events have been proposed
as the primary events responsible for reduced nerve conduction and
neurodegeneration in mice and patients (Howard et al., 2002; Dupre
et al., 2003; Sun et al., 2010). However, neuron-specific KCC3 deletion
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in mice is sufficient to induce peripheral neuropathy, supporting a
neuronal-dependent neuropathy (Shekarabi et al., 2012).

KCC3 belongs to the family of cation-chloride cotransporters coded
by the Slc12a genes (Mount et al., 1999). The Slc12a gene family com-
prises seven members coding for two inwardly directed Na+-K+-2Cl−

cotransporters (Slc12a2 for ubiquitous NKCC1 and Slc12a1 for kidney
specific NKCC2), oneNa+-Cl− cotransporter (Slc12a3 for kidney specific
NCC) and four outwardly directed K+-Cl− cotransporters, (Slc12a4–7
for KCC1–4, respectively) (Gagnon andDelpire, 2013). Thesemembrane
proteins are responsible for a wide variety of functions including cell
volume regulation (O'Neill, 1999) and maintenance of intracellular
chloride concentration [Cl−]i (Blaesse et al., 2009). Following an osmot-
ic challenge, KCCs extrudeK+ and Cl− ions togetherwithwater. Concor-
dantly, axon swelling and periaxonal fluid accumulation are observed
early in postnatal day (P)3, P8 and P30 KCC3-depleted (Slc12a6−/−)
mice followed by axonal loss in 7–8 month old adult mice (Byun and
Delpire, 2007). As younger P30 mice perform poorly motor tests with-
out any apparent axonal degeneration, it is assumed that defects in vol-
ume regulation are major contributor to impaired motor and balance
functions (Howard et al., 2002; Byun and Delpire, 2007). However, the
potential impact of KCC3 loss-of-function on neuromuscular junction
(NMJ) integrity, which could also account for early motor defects, has
never been explored, nor have activity-dependent effects of KCC3
through its potential control on neuronal intracellular Cl− and K+ con-
tent (Boettger et al., 2003; Lucas et al., 2012).

Here, we show that axon denervation occurs at the NMJ in P30
Slc12a6−/− mice, therefore representing an early sign of the peripheral
neuropathy. We further demonstrate that KCC3 loss-of-function does
not modify the developmental chloride shift observed in spinal cord
and isolated motoneurons. Instead, Slc12a6−/− motoneurons display
an abnormal electrical activity, a possible consequence of anunbalanced
ionic homeostasis during firing behaviour related to Na+/K+-ATPase
dysfunction. Consistent with this proposed detrimental role on electri-
cal activity, we found that a pharmacological decrease of motoneuron
activity in vivo ameliorated NMJ innervation of Slc12a6−/− mice. Com-
bined with the functional analysis of nerve-evoked muscle contraction
in ACCPNpatients, our results highlight pre-synaptic-dependent defects
as playing a central part of the Andermann syndrome and identify a
novel mechanism by which loss of KCC3 leads to motor symptoms in
this neurodevelopmental disorder.

2. Material and methods

2.1. Animals

All animal experiments were approved by the national ethics com-
mittee on animal experimentation, and were done in compliance with
the European community and national directives for the care and use
of laboratory animals. Slc12a6+/− mice, described in (Howard et al.,
2002) were maintained on a C57BL/6 background and we used the
offspring of crosses between heterozygotes. For experiments using
nsSlc12a∆18/∆18 mice, described in (Shekarabi et al., 2012), we used
tissues collected at McGill University.

For in vivo experiments, carbamazepine (CBZ) or vehiclewas admin-
istered to P10 Slc12a6−/− mice by intraperitoneal injection of
0.025 mg/g/day for 20 consecutive days as described in (Li et al.,
2013). P30 mice were then euthanized and muscles processed for neu-
romuscular junction analysis. A stock solution was prepared at
2.5 mg/ml using 12.5 mg CBZ (Santa-Cruz Biotechnology) diluted with
5 ml 2-Hydroxypropyl-β-cyclodextrin (Santa-Cruz Biotechnology) and
stored at +4 °C.

2.2. Motoneuron culture

Genotypingwas carried out by PCRon tail DNAof E12.5 embryos ob-
tained from Slc12a6+/− mice breeding. Embryos were kept at 4 °C in

Hibernate-E medium (Life technologies) during the course of genotyp-
ing. Afterwards, Slc12a6+/+ and Slc12a6−/− embryos were processed
for cultures as described previously (Raoul et al., 2002). Briefly, cells
were dissociated mechanically after trypsin treatment of the dissected
spinal cords. The largest cells were isolated using iodixanol density gra-
dient purification. To get highly purified motoneuron cultures, we
added an immunopurification step using magnetic cell sorting technol-
ogy (Arce et al., 1999). In experiments usingHb9::GFP embryos to iden-
tify motoneurons, we found that this protocol yielded roughly 80–90%
of GFP-positive neurons. Briefly, isolated neurons were incubated at
+4 °C in 80 μl L-15 medium containing 0.5% bovine serum albumin
(BSA) and 2 μl of an anti-mouse p75 monoclonal antibody (Millipore)
for 20 min, followed, after wash-out, by a 15 min incubation in 80 μl
L-15, 0.5% BSA, 10 μl goat anti-mouse IgG microbeads. Themagnetically
labeled cells were applied onto a separation column and retained using
a magnet (Miltenyi Biotec). Following wash-out of the p75 negative
fraction with L-15, 05% BSA, cell sorting was achieved by removing the
magnet. After a final BSA cushion, motoneurons were plated onto poly-
ornithine laminin-coated wells in Neurobasal (Life Technologies) medi-
um containing 2% horse serum, 2% B-27 supplement (Life Technologies),
50 μM L-glutamine, 25 μM L-glutamate, 25 μM β-mercaptoethanol and a
cocktail of neurotrophic factors (1 ng/ml BDNF, 100 pg/ml GDNF, and
10 ng/ml CNTF).

2.3. Electrophysiological recordings

For chloride reversal potential determination of 1 and 7 days in vitro

(DIV) motoneurons, chloride GABAA current was recorded at 20–22 °C
with the gramicidin-perforated patch-clamp technique using an
Axopatch 200B amplifier (Dipsi Industrie). The bathing solution
contained 140 mM TEA-Cl, 3.5 mMMgCl2, 10 mM glucose and 10 mM
HEPES, adjusted topH7.4with CsOH, and the pipette solution contained
140 mM CsCl, 1.5 mM Mg-ATP, 0.5 mM Na-GTP, 0.1 mM EGTA and
10 mM HEPES, adjusted to pH 7.35. We determined [Cl−]i, by adding
50 μg/ml gramicidin A (Sigma-Aldrich) to the pipette solution as de-
scribed in (Pieraut et al., 2007). [Cl−]i was calculated according to the
Nernst equation: Erev = RT/ZF × (log ([Cl−]i / [Cl

−]e), where RT/ZF =
58 mV at room temperature and [Cl−]e = 147 mM.

For electrical activity measurements, 7–8 DIV motoneurons from
Slc12a6+/+ and Slc12a6−/− were recorded under whole-cell patch
clamp at room temperature in a bathing solution containing 140 mM
NaCl, 5 mM KCl, 2 mM CaCl2, 1.5 mM MgCl2, 10 mM glucose and
10 mM HEPES, adjusted to pH 7.35. The patch pipette contained
10 mM KCl, 135 mM K-methane-sulfonate, 1.5 mM Mg-ATP, 0.5 mM
Na-GTP, 0.1 mM EGTA and 10 mM HEPES, adjusted to pH 7.35. Sponta-
neous activity of motoneurons was recorded with the loose-patch
technique after forming a 30–50 MΩ contact between cell membrane
and recording electrode. The electrode was filled with the extracellular
solution. Ouabain, apamin and cadmium chloride were from Sigma.

2.4. RNA extraction and RT-qPCR

For primary cultures, total mRNAwas extracted from roughly 30,000
purified embryonic motoneurons at 1 or 7 DIV with the RNeasyMini Kit
(Qiagen). For E12.5, P1 and P30 lumbar spinal cords, the tissues were
harvested in RNAlater stabilization buffer (Qiagen). Lysis buffer was
used for pestle tissue crushing andhomogenization by passing the lysate
through needles. Lysates were then mixed with an equal volume of 70%
ethanol, and total mRNAwas separated from other cellular components
on RNeasyminispin columns. The elutedmRNAwas quantified by spec-
trophotometry (Nanodrop). Following gDNA wipe out, reverse tran-
scription (RT) was performed with 100 ng to 1 μg of mRNA with the
Quantitect RT kit (Qiagen). The collected cDNA was diluted to 50 ng
(culture) or 100 ng (tissue) with water and stored at −20 °C until
further use. Primers were designed with Primers 3.0 software. The se-
quences of the primers used are published in (Lucas et al., 2012).
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Quantitative PCR was performed on 5 or 10 ng cDNA with SYBR Green
(Qiagen) for detection and the LightCycler system (Roche Diagnostics).
After initial activation for 15 min at 95 °C, 45 cycles of 94 °C for 15 s,
60 °C for 20 s and72 °C for 35 swere carried out. After PCR amplification,
a melting curve analysis was carried out to check that the PCR was spe-
cific. Polymerase (RNA) II polypeptide J (Polr2J) level was used to nor-
malize the amounts of cDNA. ΔCt was calculated as the difference
between the Ct values, determined with the eq. 2–ΔCt.

2.5. Immunohistochemistry

For spinal cord immunohistochemistry, 4-week-old mice were
anaesthetized and perfused transcardially with 4% paraformaldehyde.
Lumbar spinal cords were removed and post-fixed in 4% paraformalde-
hyde, flash-frozen and cut at a 12-μm thickness. For Na+/K+-ATPaseα1
immunohistochemistry, a citrate buffer antigen retrieval step was per-
formed. The sections were then rinsed 5 min in PBS and incubated for
2 h at room temperature in blocking solution (TBLS (10% NaN3), 20%
goat serum, 0.3% Triton X-100). This was followed by an overnight incu-
bation at +4 °C with the primary antibodies. Subsequently, sections
were incubated 1 hwith secondary antibodies andmounted inMowiol.

For neuromuscular junction immunohistochemistry, tibialis anterior
(TA) muscle sections were labeled by immunohistochemistry to allow
quantification of neuromuscular innervation and endplate morphology
as described previously (Bowerman et al., 2012). For ubiquitous
Slc12a6−/− mice, whole TA muscles were dissected from 4-week-old
animals and fixed in 4% paraformaldehyde for 15 min. Following the
removal of connective tissue, the TA muscles were incubated with α-
bungarotoxin Alexa Fluor 555 conjugate (αBTX) (Life Technologies;
1:1000) for 20 min at room temperature. The TA muscles were then
incubated in methanol at−20 °C for 5 min, followed by an overnight in-
cubation at+4 °Cwith the SV2 and neurofilament antibodies. Incubation
with the secondary antibodies was performed the following day at
room temperature for 1 h. Finally, two to three thin filets per stained TA
were cut and mounted in Mowiol. All filets were single sections of the
surface of the TA muscle.

For neuron-specific Slc12a6 deletion (nsSlc12a6∆18/∆18) mice, NMJ
analysis was performed on longitudinal frozen sections of 8-week-old
animals. TAs were post-fixed in 4% paraformaldehyde, flash-frozen
and cut at a 10 μm thickness. The sections were then rinsed 5 min in
PBS and incubated for 2 h at room temperature in blocking solution
(TBLS (10%NaN3), 20% goat serum, 0.3% Triton X-100). This was follow-
ed by an overnight incubation at 4 °C with the primary antibodies. Sub-
sequently, sections were incubated 1 h with the secondary antibodies
and the αBTX. All washes were done with PBS.

The primary antibodies used were: goat anti-choline acetyl transfer-
ase (ChAT) (1:250; AB144P; Millipore), mouse anti-Na+/K+-ATPase α1
(1:100; DSHB), mouse anti-2H3 (Neurofilament 165 kDa) (1:250; De-
velopmental Studies Hybridoma Bank), mouse anti-SV2 (1:100; Devel-
opmental Studies Hybridoma Bank), mouse anti-SMI32 (1:1000;
SternbergerMonoclonals). The secondary antibodies (Life Technologies)
were used at 1:1000.

Images were taken with a Zeiss confocal microscope. Area of NMJs
was determined using Image J software (National Institutes of Health,
USA).

2.6. Electron microscopy

TAmuscles collected from 4-week-old mice were fixed in a 2% para-
formaldehyde/0.2% glutaraldehyde (Sigma-Aldrich) solution in PBS for
2 h at 4 °C. Samples were post-fixed overnight at +4 °C in 2% PFA and
rinsed in PBS. Bundles of about 20 muscle fibers were teased out and
treated free-floating in solution. Muscle fibers were processed for
electron microscopy as follows: junctions were identified by detecting
nicotinic AChRs with α-bungarotoxin coupled to biotin (αBTX-biot)
using a pre-embedding immunogold method. Muscle fibers were

incubated in αBTX-biot (10 μg/ml PBS) overnight at 20 °C. After wash-
ing, muscles were incubated in streptavidin coupled to gold particles
(0.8 nm in diameter; Nanoprobes; 1:100 in PBS/BSA). The fibers were
then washed and post-fixed in 1% glutaraldehyde. After washing in ac-
etate buffer (0.1 M, pH 7), the signal of the gold immunoparticles was
increased using a silver enhancement kit (HQ silver; Nanoprobes) for
3 min at room temperature in the dark. Finally, after washing in acetate
buffer, sections were treated with 1% osmium, dehydrated and embed-
ded in resin. Ultrathin sections were cut, stained with lead citrate
and examined in a Philips CM120 transmission electron microscope
(Eindhoven) equipped with a camera (Morada, Soft Imaging System,
Olympus).

2.7. Hematoxylin and eosin staining of tibialis anterior sections

Whole tibialis anterior (TA) were dissected and placed overnight in
4% paraformaldehyde, then transferred to 70% ethanol solution. Tissues
were embedded in paraffin, cut at a thickness of 5 μm, deparaffinized
and stained for hematoxylin and eosin. Images were acquired with a
Leica DMRB. Muscle fiber area was measured using Image J software.

2.8. Compound muscle action potential recordings

Subjectswere studiedwith aMEDTRONIC electromyography system
(Natus Medical Inc.) at CHU de Québec. For ACCPN patients, repetitive
nerve stimulationswere performed for 3 different nerves. The spinal ac-
cessory nervewas recorded at the trapeziusmuscle, the facial nerve was
recorded at the nasalis and the ulnar nervewas recorded at the abductor
digiti minimi. Studies were performed using constant-current stimula-
tion and a square-wave pulse of 0.2 ms duration delivered through a
hand-held surface-stimulating electrode (13L36; Alpine Biomed) at
the frequency of 3 Hz. Filters were set at 3 Hz to 5 kHz. A decrement
of N10% between the first and 4th compound muscle action potential
(CMAP) was considered significant for a neuromuscular transmission
defect.

2.9. Statistics

Data are presented as means ± standard error of the mean (SEM).
Data were analyzed by Mann-Whitney test for small samples, unpaired
two-tailed Student's t-test, Fisher's exact test or analysis of variance
(ANOVA).

3. Results

3.1. Loss of KCC3 results in aberrant pre-synaptic neuromuscular junction

terminals

To investigate the early cellular andmolecular mechanisms contrib-
uting to neurodegeneration in Slc12a6−/−mice, we used P30mice, as at
this age axonal loss is not yet observed while impaired motor function
can already be detected (Howard et al., 2002; Byun and Delpire,
2007). We found that both Slc12a6+/+ and Slc12a6−/− mice displayed
the same number of motoneurons within the lumbar spinal cord
(Fig. 1A, B). However, analysis of NMJs within the tibialis anterior (TA)
shows that Slc12a6−/− mice display a significant increase in incom-
pletely innervated NMJs compared to Slc12a6+/+ littermates (Fig. 1C,
D). Imaging of wildtype and mutant TAs by electron microscopy (EM)
revealed that approximately 40% of pre-synaptic NMJ terminals were
abnormal, displaying a decreased terminal area associated with a large
number of partially denervated endplates (Fig. 1E upper right, 1F)
where, in some cases, the nerve is barely detectable (Fig. 1E lower
panels, 1G). Indeed, in the latter event, terminal Schwann cell processes
completely fill the pre-synaptic area (see asterisk in Fig. 1E lower right).
Thus, our data reveal that KCC3-depleted mice display early axonal de-
fects at the NMJ that are not attributable to motoneuron death.
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Fig. 1.Neuromuscular junction denervation is an early marker of Slc12a6−/− associated neuropathy. (A) Representative images of lumbar spinal cord cross-sections from Slc12a6+/+ and

Slc12a6−/− stained with SMI32 antibody to morphologically identify the large motoneurons within the ventral horn region. Scale bar = 100 μm. (B) Counts of SMI32-labeled large

motoneuron cell bodies per section of ventral lumbar spinal cords show no difference between Slc12a6+/+ (7.28 ± 0.81 motoneurons/section, n = 34 sections; N = 3 mice) and

Slc12a6−/− (7.00 ± 0.64 motoneurons/section, n = 54 sections; N = 4 mice; non-significant, ns; Student's t-test). Scale bar, 100 μm. (C) Images of complete and partially innervated

NMJ immunolabeled with neurofilament (NF; green) and synaptic vesicle (SV2; green) antibodies to visualize the nerve terminal and with alpha-bungarotoxin (αBTX; red) to identify

the NMJ endplate. (D) Analysis of NMJs in whole tibialis anterior (TA) muscles shows a 25% increase in incomplete innervation in P30 Slc12a6−/− mice (0.76 ± 0.76%, n = 112 and

18.96 ± 5.24%, n = 157 endplates from Slc12a6+/+ and Slc12a6−/−, respectively; N = 4 TA muscles from 4 mice for each condition; *P b 0.05, Student's t-test). Scale bar: 5 μm. (E–G)

Electron micrographs of NMJs from the TA muscle of Slc12a6+/+ and Slc12a6−/− mice (E). Upper left panel shows a typical NMJ in Slc12a6+/+ where the nerve terminal (T) faces a

muscle cell (MC) and is capped by terminal Schwann cell (TCS) processes (arrows). In Slc12a6−/− muscle, smaller NMJs are observed (upper right panel) and display shrinked

terminals capped with TSC processes (lower left panel) or are even devoid of a nerve terminal (asterisk in lower right panel). (F) NMJs of Slc12a6−/− mice (1.17 ± 0.17 μm2, n = 38)

are smaller than Slc12a6+/+ mice (2.52 ± 0.31 μm2, n = 43; ***P b 0.001; Student's t-test). Scale bars: 500 nm. (G) Evaluation of the innervation status of NMJs shows a greater

proportion of Slc12a6−/− NMJs with partial innervation of the terminal area (42.05 ± 17.05%, n = 38) compared to Slc12a6+/+ NMJs (100% innervation, n = 43; ***P b 0.001; Fisher's

exact test). N = 2 mice for each condition; n = 38 terminals for Slc12a6−/− mice and n = 43 terminals for Slc12a6+/+ mice.
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3.2. Neuronal-specific KCC3 deletion results inmuscle atrophy and aberrant

post-synaptic neuromuscular junction terminals

The loss of innervation led us to investigate the post-synaptic com-
partment of the NMJ. We observed that Slc12a6−/− mice display signifi-
cantly more morphologically immature endplates than Slc12a6+/+

littermates (Fig. 2A, B). To address whether these post-synaptic abnor-
malities were due to KCC3-dependent intrinsic defects within muscle,
we analyzed a mouse model with a neuron-specific deletion of Slc12a6
exon18 (nsSlc12a6Δ18/Δ18) that reproduces the peripheral neuropathyob-
served in ACCPN patients (Dupre et al., 2003; Shekarabi et al., 2012). Sim-
ilarly to the ubiquitous Slc12a6−/− mice, we find that post-synaptic
terminals of 8-week old nsSlc12a6Δ18/Δ18 display more disorganizedmor-
phology than wildtype littermates (Fig. 2C). Seeing as our results high-
light aberrancies at the interface between nerve and skeletal muscle, we
set out to determine the impact of loss of KCC3 on skeletalmuscle param-
eters. Analysis of TA cross-sections reveals a reduction inmyofiber area in
Slc12a6−/−mice (Fig. 2D, E) aswell as in nsSlc12a6Δ18/Δ18mice compared
to their respective Slc12a6+/+ littermates (Fig. 2F, G). Altogether these
data support that a neuronal-specific role for KCC3 ismost likely sufficient
for endplate disorganization and amyotrophy.

3.3. Patients with Andermann syndrome do not display neuromuscular

transmission defects

Wenext sought to support our observations of pre- and post-synaptic
NMJ defects in ACCPN patients by assessing neuromuscular transmission
using measurements of the muscle compound potential amplitude. In-
deed, recordings of muscle compound action potential, CAP, amplitude
allows the analysis of denervation-induced amyotrophywhich typically
leads to an overall decrease in CAP amplitude, but not in synaptic gain,
therefore keeping a constant amplitude during repetitive nerve stimu-
lation. Unlike denervation, end-plate defects induce progressive loss
of synaptic transmissionmirrored by a progressive decrease in CAP am-
plitude. Healthy individuals did not show anymuscle fatigability during
repetitive motor nerve stimulation (Fig. 3A). Patients with myasthenia
gravis, a post-synaptic NMJ disorder due to the decrease of acetylcho-
line receptors, showed a gradual reduction of electricalmuscle response
attributed to decreased synaptic integration (Berrih-Aknin et al., 2014)
(Fig. 3B). Consistent with our results obtained in murine models of
Andermann syndrome, a strong muscle weakness was also evident in
ACCPN patients without signs of muscle fatigability under repetitive
electrical stimulation (Fig. 3C). Altogether, our data support that

Fig. 2.Pre-synaptic defects contribute to post-synaptic neuromuscular junction disorganization and skeletalmuscle atrophy inKCC3-deletedmice. (A–C)Morphological analysis ofmature

pretzel-like and disorganized (perforations with bright lines or plaque-like) NMJ endplates from TAmuscles identifiedwithα-Bungarotoxin-555 (A) showsmore disorganized endplates

in Slc12a6−/− mice (B) and in neuron-specific nsSlc12a6Δ18/Δ18 mice (C) than in Slc12a6+/+ mice. (7.42 ± 2.39%, n = 167 and 37.88 ± 3.53%, n = 157 endplates for Slc12a6+/+ and

Slc12a6−/−, respectively; N = 5 TA in (B) and 22.986 ± 2.85%, n = 78 and 42.31 ± 6.41%, n = 84 endplates for Slc12a6+/+ and Slc12a6∆18/∆18, respectively; N = 3 for each condition

in (C); **P b 0.01; Fisher's exact test); scale bar: 5 μm. (D,E) Myofibers of Slc12a6−/− mice have smaller area (383 ± 21 μm2, n = 3125 myofibers) than their litternate Slc12a6+/+

mice (553 ± 48 μm2, n = 2190 myofibers) and (F,G) neuron-specific nsSlc12a6Δ18/Δ18 mice have smaller area compared to their littermate Slc12a6+/+ mice (540 ± 69 μm2, n = 1008

myofibers for nsSlc12a6+/+ and 247 ± 22 μm2, n = 2507 myofibers for nsSlc12a6Δ18/Δ18); N = 3 TA for each group; *P b 0.05 Student's t-test). Scale bars: 50 μm. Cross-sections of

hematoxylin and eosin coloration of paraffin-embedded TA muscles.
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presynaptic denervation due to loss of neuronal KCC3 contributes to
amyotrophy in ACCPN patients.

3.4. Developmental expression of cation-chloride cotransporters in spinal

cord is unaffected by KCC3 loss of function

Having uncovered that defective pre-synaptic NMJ terminals occur
early in Slc12a6−/− mice, we next set out to determine how loss of
KCC3 within motoneurons could lead to this aberrant synaptic mainte-
nance. As Andermann syndrome is a neurodevelopmental disease, we

first assessed the pattern of KCC3 expression during spinal cord devel-
opment. Using quantitative PCR (qPCR), we show that KCC3 transcript
is expressed as early as embryonic day 12.5 (E12.5) and its expression
significantly increases during development (P30 compared to E12.5)
(Fig. 4A). KCC3 exists as two distinct isoforms designated as KCC3a
and KCC3b, with the latter isoform being renal-specific (Hiki et al.,
1999; Mount et al., 1999; Race et al., 1999). Moreover, an exon 2-delet-
ed form of KCC3a is preferentially expressed in the nervous system
(Mercado et al., 2005; Le Rouzic et al., 2006; Lucas et al., 2012). We
thus performed anRT-PCR to compare the expression of KCC3a isoforms

Fig. 3. Neuromuscular transmission is unaffected in ACCPN patient. (A–C) There is no evidence of a decrement in amplitude of muscle compound action potential (CAP) with time in a

control patient (A). A gravis myasthenia patient served as a positive control for neuromuscular transmission defects and is characterized by a significant (N10%) decrease in the CAP

amplitude due to the decrease of post-synaptic acetylcholine receptors (B). Amplitude of motor CAP is severely decreased in ACCPN patients (basal motor potential is 1.0 ± 0.1 mV, n

= 2 compared with 9.1 ± 1.1 mV in 3 healthy patients; 35, 41 and 61 years old) and shows no significant decrease with repetitive stimulation (at 3 Hz motor potential amplitude

remains constant 1.0 ± 0.1 mV in ACCPN patients and 9.1 ± 1.1 mV in the healthy patients) (C). Table shows the clinical evaluation of the two ACCPN patients.
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in adult spinal cord and skeletal muscle. When using a primer set span-
ning exons 1 and 3 of KCC3a, the alternative splicing event was ob-
served in both adult spinal cord and muscle, resulting in bands
representing both the full-length (FL) and exon-deleted (Δ2) isoforms
(Fig. 4B). However, the amount of exon 2-deleted transcript was clearly
greater in spinal cord than in muscle. Using purified cultured motoneu-
rons; we further confirmed the preferential expression of exon 2-delet-
ed isoform in neuronal cells (Fig. 4B). Indeed, using pan-primers
designed to span exons 13–15 (KCC3ab), we observed a single band,
supporting the neuronal specificity of the exon 2-deleted KCC3a iso-
form. There was no detectable transcript with primers specific for
KCC3b, consistent with its non-neuronal expression.

To determine whether KCC3 loss-of-function affects the chloride
shift that occurs during development, we firstly assessed whether the
expression of KCC2 and NKCC1 transcripts, the main cation-chloride
cotransporters involved in [Cl−]i maintenance, was modified in the spi-
nal cord of Slc12a6−/− mice.We compared transcript levels from E12.5,
P1 and P30 mice and normalized P1 and P30 transcript levels to E12.5
values since KCC2 and NKCC1 transcript levels were not significantly
different between groups at E12.5 (data not shown). Moreover, it was
demonstrated that at E12.5 the chloride switch is not yet established
in spinal motoneurons (Allain et al., 2011). Analysis of KCC2 transcript
during development of Slc12a6+/+ spinal cord shows the molecular
chloride shift signature of an increased expression of KCC2 (Rivera et
al., 1999) between E12.5 and P1 (Fig. 4C). Further, we find that the ex-
pression of KCC2 transcript is not significantly different between
Slc12a6+/+ and Slc12a6−/− mice spinal cords at any time point. More
surprisingly, we did not observe the expected decrease in the expres-
sion of NKCC1 transcript with maturation of Slc12a6+/+ spinal cord,
but rather a roughly two-fold increase at P30 (Fig. 4D). Importantly,
while NKCC1 levels are similar between Slc12a6+/+ and Slc12a6−/−

mice at E12.5 and P1, there is a further increase of NKCC1 transcript in
P30 mutant mice compared to aged-matched controls. Seeing as
NKCC1 plays an opposing role to that of KCC3 (inward chloride trans-
port instead of outward), the increased expression of NKCC1 in KCC3-
depleted mice may simply result from a non-specific compensatory
mechanism or, alternatively, stem from other non-neuronal cell types
within the spinal cord (Hubner et al., 2001; Yan et al., 2001). Neverthe-
less, we have identified on one hand a developmental increased tran-
script expression of all three cation-chloride cotransporters (KCC3,
KCC2, NKCC1) in the spinal cord and on the other hand, an abnormal ex-
pression of NKCC1 in the spinal cord of P30 Slc12a6−/− mice.

3.5. Developmental chloride shift in primary motoneuron cultures is

unaffected by KCC3 loss-of-function

Since the spinal cord is a heterogeneous mixture of cells, we set out
to functionally assess the impact of KCC3 loss-of-function on [Cl−]i
maintenance in primary cultures of purified motoneurons. To isolate
motoneurons, we performed primary culture from E12.5 embryos, be-
fore the first wave of programmed death (Raoul et al., 1999) which al-
lows the generation of enough material for combined molecular
analyses and electrophysiological measurements. We first investigated
the effect of KCC3 depletion on KCC2 and NKCC1 transcript expression
during in vitromaturation ofmotoneurons isolated from E12.5 embryos
between 1 and 7 days in vitro (DIV) (Fig. 4E). Our qPCR analysis reveals
that NKCC1 transcripts are decreased while KCC2 transcripts are in-
creased during normal maturation of Slc12a6+/+ motoneurons. In 7
DIV Slc12a6−/− motoneurons, NKCC1 and KCC2 followed the same ex-
pression profiles than Slc12a6+/+motoneurons, albeitwith a significant
reduction in the temporal increase of KCC2 transcript compared to
control cells. Interestingly, the in vitro expression changes observed in
motoneuron cation-chloride cotransporters between 1 and 7 DIV are
qualitatively similar to those between E12.5 and P1 spinal cord
(Fig. 4C, D).

The increase in KCC2 transcript together with the decrease in NKCC1
transcript observed between 1 and 7 DIV suggest that a chloride shift
probably occurs during the maturation of cultured motoneurons. We
therefore recorded the chloride reversal potential of GABA current
(EGABA-A)with the gramicidin-perforated patch-clampmethod to deter-
mine if loss of KCC3 would influence chloride balance in motoneurons
(Fig.4F, G). Consistent with the temporal differential expression of
KCC2 and NKCC1 transcripts in motoneurons, EGABA-A showed a 22 mV
hyperpolarization from −56 ± 3 mV (n = 12) at 1 DIV to −78 ±
3mV (n=10) at 7 DIV in Slc12a6+/+ motoneurons. In Slc12a6−/− mo-
toneurons, in vitromaturation still induced a 20mV shift of EGABA-A from
−62 ± 3 mV (n = 10) at 1 DIV to−82 ± 4 mV (n = 8) at 7 DIV (Fig.
4G). The corresponding [Cl−]i, calculated with the Nernst equation,
showed this concentration to be 17 ± 2 mM and 13 ± 2 mM at 1 DIV,
decreasing to 7 ± 1 mM and 6 ± 1 mM, at 7 DIV, in Slc12a6+/+ and
Slc12a6−/− motoneurons, respectively (P b 0.001 between 1 and 7 DIV
for both genotypes, t-test). Thus, loss of KCC3 does not alter the [Cl−]i
of 1 and 7 DIV motoneurons, suggesting that [Cl−]i -dependent excit-
ability is not affected in Slc12a6−/− motoneurons.

3.6. Loss of KCC3 alters firing properties of motoneurons

Besides chloride regulation, KCC3 activity is known to induce chang-
es in intracellular K+ concentration, which in turn could modify the
Na+/K+ ATPase (NKA) activity as well as other related ionic channels
(Fujii et al., 2010; Adragna et al., 2015). Therefore, we compared the
electrical properties of Slc12a6+/+ and Slc12a6−/− motoneurons at 7–
8 DIV, an in vitro time point at which we have previously shown moto-
neuron cultures reach electrical maturation (Camu et al., 2014). Due to
the lack of neuromodulatory control, primary cultures allow the analy-
sis of the primary range of motoneuron firing properties exclusively
(Brownstone, 2006; Heckman et al., 2009). We found no significant dif-
ferences inwhole cell capacitance (54.3± 3.3 pF, n=13 for Slc12a6+/+

motoneurons and 58.0± 3.7 pF, n=19 for Slc12a6−/−motoneurons, t-
test) and in input resistance (218 ± 16 MΩ and 188 ± 17 MΩ for
Slc12a6+/+ and Slc12a6−/− motoneurons, respectively, t-test). We
also saw no differences in resting membrane potential, action potential
amplitude and duration (Fig. 5A–C). Further, motoneurons from both
genotypes were able to fire repetitive action potentials under applica-
tion of a 500ms depolarizing current (Fig. 5D) and their frequency-cur-
rent relationships were similar (Fig. 5E). However, a salient feature of
KCC3 deletion was the progressive depolarization of the amplitude of
the after hyperpolarization (AHP) of each action potential during a
train of activity, while it remained constant in Slc12a6+/+ motoneuron
(Fig. 5D, F). Moreover, the appearance of hyperpolarization following
a train of action potentials, known as post-tetanic hyperpolarization
(PTH), was significantly reduced in Slc12a6−/− motoneurons (Fig. 5D,
G).

As the cation-chloride co-transporters are electroneutral, the depo-
larization of plateau potential observed in Slc12a6−/− motoneurons
cannot be due to the loss of KCC3 activity per se and is most likely the
result of a disturbed electrogenic mechanism. The ionic currents
governing plateau potential of motoneurons in primary culture and po-
tentially linked to KCC3 activity are the K+ and Cl− channels and the
NKA (del Negro et al., 1999; Brownstone, 2006). Due to the lack of dif-
ferences in action potentials duration, voltage-dependent K+ currents
were excluded from the candidates. Analysis of the effects of Ca2+-acti-
vated K+ (BK and SK) currents using either CdCl2, a non-specific inhib-
itor of voltage-gated Ca2+ currents (Fig. 6A, B) or apamin, a specific SK
channel inhibitor (Fig. 6C, D), shows an increase in firing frequency
without significant modification of plateau potential of wildtype moto-
neurons, thus ruling out their contribution to the depolarization ob-
served in Slc12a6−/− motoneuron. There is no report of voltage-gated
Cl− currents being expressed in motoneurons, and the effects of CdCl2
rule out the contribution of a Ca2+ activated Cl− current. We next ana-
lyzed the effects of ouabain, an inhibitor of NKA on motoneuron
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electrical activity. At 3 and 10 μM, ouabain had no effects on electrical
activity. At 100 μM, it induced a 4 mV shift of the plateau potential to-
wardsmore depolarized values during repetitive activity (Fig. 6E, F). Al-
though the RMPwas not significantlymodified (−64±2mV in control
condition and−59± 6mV 2min after ouabain application, n=7), the
PTH decreased from−1.16± 0.27mV to−0.22± 0.25mV, n=7, p=
0.02 (Fig. 6G). We also observed that, under extracellular loose patch-
clamp, at least 100 μM ouabain were necessary to increase motoneuron
spontaneous firing frequency (not shown).

Altogether, our results suggest that loss of KCC3 promotes the reduc-
tion of an activity-dependent hyperpolarizing current that could be re-
lated to a progressive decrease in NKA pump current.

3.7. Motoneuron excitability contributes to NMJ denervation in Slc12a6−/−

mice

Having established the potential neuronal origin of NMJ denervation
and an activity-dependent reduction in hyperpolarizing current, we
aimed to verify whether a causative relationship could exist between
Slc12a6−/− motoneuron excitability and innervation of NMJs, as previ-
ously reported in early stages of various neuromuscular and neurode-
generative diseases (Kanai et al., 2006; Liu et al., 2015). To decrease
motoneuron electrical activity in vivo, we used carbamazepine (CBZ),
a clinically-approved molecule for the treatment of hyperexcitability-
related disorders such as epilepsy or neuropathic pain (Bialer, 2012).
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We first deciphered the effects of CBZ on motoneurons by analyzing its
effects on 7 DIV Hb9::GFP motoneurons isolated from the ventral horn
spinal cord of E12.5 embryos without purification steps, which allows
the recording of a synaptically-driven spontaneous activity (Fig. 7A,
B). Acute application of 10 μM CBZ did not modify spontaneous moto-
neuron activity while, at 100 μM, CBZ decreased the frequency of spon-
taneous motoneuron activity without apparent reduction in spike
amplitude.

Having established that CBZ decreases spontaneousmotoneuron ac-
tivity without effects on spike amplitude, its effect on NMJ innervation
was evaluated by daily intraperitoneal injections to Slc12a6−/− mice
from P10 to P30 (0.025 mg/g). By analyzing TA muscles from vehicle-
and CBZ-treated Slc12a6−/− mice, we found that CBZ-treated
Slc12a6−/− mice display significantly more fully innervated NMJs than
vehicle-treated Slc12a6−/− mice (Fig. 7C, D). In addition, nerve termi-
nals of partially innervated CBZ-treated NMJs appeared to cover a great-
er area of the endplate than vehicle-treated NMJs (Fig. 7C, arrows).

These data, together with the role of NKA pump in maintenance of
the plateau potential of motoneurons, led us to investigate further the
expression of NKA in large α-motoneurons of the ventral region of the
spinal cord. As previously reported (Edwards et al., 2013), the specific
membrane expression of NKA α1 subunit is a marker of large choliner-
gic motoneurons (Fig. 7E). Strikingly, NKA α1 displays a non-uniform
pattern around the cell body perimeter of Slc12a6−/− motoneurons as
opposed to the homogeneous pattern in wildtype motoneurons (Fig.
7E). To quantify this uneven localization of NKA α1 around the cell pe-
rimeter of Slc12a6−/− motoneurons, wemeasured the NKAα1 staining
intensity along themembrane andused the standarddeviation (SD) as a
read-out for heterogeneous expression. Indeed, a small SD is indicative
of a uniform staining pattern while a high SD suggests uneven distribu-
tion along cell body perimeter. Our analysis shows that the average SD
ofNKAα1 staining intensity along themembrane is significantly greater
in Slc12a6−/− motoneurons than in Slc12a6+/+ cells (Fig. 7F, left). Im-
portantly, in vivo CBZ treatment restores NKA α1 staining intensity
along the membrane of Slc12a6−/− motoneurons (Fig. 7E–F, right).

Modifications in NKA α1 expression in motoneurons together with
the effects of the activity-targeting drug CBZ on NMJ innervation pro-
vide strong support to a contribution ofmotoneuron activity to the neu-
rodegenerative events that occur in Slc12a6−/− animals.

4. Discussion

Our results reveal the role of electrical activity in the process of NMJ
denervation and subsequent neurodegeneration in Andermann syn-
drome.We found that loss of KCC3 function is associatedwith an abnor-
mal intrinsic neuronal electrical activity. Notably, we show that

pharmacologically decreasing the firing frequency of Slc12a6−/− moto-
neurons partially rescues innervation at the NMJ.

Our study shows for the first time that prior to axonal degeneration,
significant pre- and post-synaptic NMJ defects accompany skeletal
myofiber atrophy, which can account for the early locomotor abnormal-
ities observed in young Slc12a6−/− mice (Howard et al., 2002). This ob-
servation suggests that early denervation could as well contribute to
axon swelling and myelin destruction, as described in nerve injury
models (Vargas and Barres, 2007) and neurodegenerative diseases
such as amyotrophic lateral sclerosis, in which the earliest pre-symp-
tomatic functional and pathological changes observed occur distally in
axons and at theNMJ (Moloney et al., 2014). TheNMJ is a tri-partite syn-
apse, composed of the skeletal muscle fiber, the motoneuron terminal
and several terminal Schwann cells and any disturbance in these ele-
ments can induce denervation. The role of excitability in neurodegener-
ative diseases is unclear and, depending on the cellular pathological
context, motoneuron hyperexcitability either promotes NMJ denerva-
tion (Ruegsegger et al., 2016) or protects against it (Saxena et al.,
2013). Here, using the neuron-specific Slc12a6−/−mice, we provide ev-
idence that aberrant motoneuron activity is responsible for NMJ dener-
vation at the TA muscle and that by decreasing motoneuron firing
frequency via CBZ, we could slow down the denervation process in
Slc12a6−/− mice. Together, our data suggest that KCC3-dependent ex-
citability is detrimental to NMJ maintenance, which is consistent with
the absence of NMJ neurotransmission defects in ACCPN patients.

Several possibilities could account for the neuronal specific effects of
KCC3. First, the expression of the short KCC3a isoform is enriched in spi-
nal cord and motoneurons compared to skeletal muscle. Nothing is
known about the function and molecular interactions of this isoform
and it will be of great interest to further decipher its role in the nervous
system. Second, the neuronal effects could be related to electrical activ-
ity.We show that in the spinal cord andmotoneurons, the chloride shift
and the increased expression of KCC2 still occur in the absence of KCC3,
suggesting that themolecularmechanisms that regulate inhibitory neu-
rotransmission correctly take place in Slc12a6−/−mice. At 7 DIV, rough-
ly 20mVmore depolarized values of RMP compared to EGABA-A confirm
similar hyperpolarizing effects of GABAergic transmission in electrically
mature motoneurons of both genotypes as reported in spinal cord de-
velopmental studies (Delpy et al., 2008; Stil et al., 2009). Quantitatively,
there is a factor of 10 in the fold change in KCC2 transcripts expression
in spinal cord compared to isolated motoneurons, which could be relat-
ed to the presence of interneurons in spinal cord and suggests that reg-
ulation of KCC2 expression is more moderate in motoneurons than in
interneurons or dorsal horn. KCC2 protein expression increases until
the end of the first post-natal week both in ventral and dorsal horn
(Stil et al., 2009) and the chloride switch in rat dorsal horn occurs at
P0–P1 in 60% of neurons and is completed by P7 (Baccei and

Fig. 4. Deletion of Slc12a6 does not affect the developmental chloride shift. (A) Quantitative PCR of KCC3 transcript expression in the spinal cord at embryonic day 12.5 (E12.5), postnatal

day 1 (P1), P15 and young adult (P30) (n = 3 for each group) shows a significant upregulation of KCC3 transcript during spinal cord development (one-way ANOVA; *P b 0.05). (B)

Representative RT-PCRs showing the presence of KCC3 transcript isoforms in P30 adult spinal cord (SC), P15 and P30 tibialis anterior muscle and cultured motoneurons at 7 days in

vitro (DIV). Spinal cord and motoneurons show preferential expression of the exon 2-deleted KCC3a transcript isoform while both KCC3a transcript isoforms (FL KCC3a = full length

KCC3a; Δ2-KCC3a = exon-2-deleted) are similarly expressed within muscle. KCC3b transcript is not expressed in motoneurons. (C) Quantitative PCR of KCC2 and (D) NKCC1

transcripts was performed on the lumbar spinal cord of E12.5, P1 and P30 Slc12a6+/+ and Slc12a6−/− mice and expressed relative to E12.5. For KCC2 at P1: 15.9 ± 2.0 fold increase

and 16.5 ± 2.3 fold increase from Slc12a6+/+ and Slc12a6−/−, respectively; at P30: 22.2 ± 1.6 fold increase and 26.5 ± 6.4 fold increase from Slc12a6+/+ and Slc12a6−/−, respectively.

n = 3 cultures for each group. For NKCC1 at P1: 1.65 ± 1.75 fold decrease and 0.36 ± 1.08 fold decrease from Slc12a6+/+ and Slc12a6−/−, respectively; at P30: 7.5 ± 1.1 fold increase

and 15.4 ± 3.6 fold increase from Slc12a6+/+ and Slc12a6−/−, respectively. n = 3 cultures for each group. While loss of Slc12a6 does not influence the expression of KCC2 transcript,

we find a significant upregulation of NKCC1 transcript during the developmental of Slc12a6−/− spinal cord. The mRNA levels of each cation-chloride cotransporter were normalized to

the relative expression of Polr2j, a housekeeping control gene. mRNA fold increase at different time points was obtained by dividing their expression by the values obtained at E12.5,

which were not significantly different between groups (two-way ANOVA; *P b 0.05). (E) Quantitative PCR was performed on enriched spinal motoneuron cultures isolated from E12.5

Slc12a6+/+ and Slc12a6−/− spinal cord at 1 DIV and 7 DIV (for NKCC1: 1.45 ± 0.06 fold decrease, n = 4 and 1.73 ± 0.40, n = 3 from Slc12a6+/+ and Slc12a6−/−, respectively. For

KCC2: 2.6 ± 0.2 fold increase, n = 6 and 1.6 ± 0.4, n = 3 from Slc12a6+/+ and Slc12a6−/−, respectively). Loss of KCC3 does not affect NKCC1 transcript levels while there is a

significant 40% decrease of KCC2 transcript during in vitro maturation of primary motoneurons. mRNA expression levels were first normalized to the relative expression level of Polr2j.

mRNA changes for KCC2 and NKCC1 at 1 DIV were not different between each group (for KCC2: normalized expression was 1.3 ± 0.1 and 1.2 ± 0.3 for Slc12a6+/+ and Slc12a6−/−,

respectively and for NKCC1: normalized expression was 1.2 ± 0.1 and 1.1 ± 0.2 for Slc12a6+/+ and Slc12a6−/−, respectively). Variation in gene expression during in vitro maturation

was obtained by plotting the 7 DIV mRNA/1 DIV mRNA for each gene (two-way ANOVA). (F) Gramicidin-perforated patch clamp recordings showing currents evoked by the brief

application of 50 μM muscimol on a wild type motoneuron at 7 DIV. Ramp protocols from −80 mV to +40 mV were applied every 5 s for measurement of the reversal potential,

EGABA-A, of the chloride current. (G) Slc12a6 deletion does not modify the EGABA-A of 1 DIV motoneurons and does not prevent the hyperpolarizing shift in EGABA-A observed in 7 DIV

motoneurons. The number of motoneurons analyzed is indicated in parentheses above their respective column (two-way ANOVA; **P b 0.01; ***P b 0.001).
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Fig. 5.KCC3 contributes to plateau potential during sustained firing ofmotoneuron. (A) Representative traces of action potential (AP) recordings in 7 DIV Slc12a6+/+ (left) and Slc12a6−/−

motoneurons (right). (B) Resting membrane potential RMP (−59.6± 2.0mV and−58.8 ± 1.5 mV in Slc12a6+/+ and Slc12a6−/− motoneurons, respectively), the peak amplitude of the

AP (48.1 ± 2.9 mV and 43.9 ± 1.7 mV in Slc12a6+/+ and Slc12a6−/− motoneurons, respectively) and (C) the duration of the AP (1.10 ± 0.08 ms and 0.94 ± 0.04 ms in Slc12a6+/+ and

Slc12a6−/− motoneurons, respectively) are not significantly different between the two genotypes. The number of motoneurons is indicated in brackets. (two-way ANOVA; ns, not

significant). (D) Representative current-clamp recordings of repetitive firing in Slc12a6+/+ and Slc12a6−/− motoneurons elicited by supra-threshold (110 pA) current injection

(500 ms duration). (E) Spike frequency versus injected current shows no significant differences between the two genotypes (multiple t-tests); the mean action potentials number at

110 pA was 10.1 ± 0.8 (range from 3 to 14) and 10.4 ± 0.7 (range 2–16) in Slc12a6+/+ and Slc12a6−/− motoneurons, respectively. (F) Amplitude of the peak after hyperpolarization

of each action potential during a repetitive activity (plateau AHP) induced with a 110 pA current injection plotted versus each of action potential (i.e. with time). This relationships

shows that the plateau potential remains constant in Slc12a6+/+ motoneurons while it significantly depolarizes in Slc12a6−/− motoneurons (multiple t-test; *P b 0.05, **P b 0.01). (G)

Peak amplitude of the post-tetanic hyperpolarization, PTH in (D) was measured at the end of the 500 ms action potential train, following a supra-threshold current injection (110 pA).

PTH is significantly decreased in Slc12a6−/−motoneurons (−5.2± 0.6mV, n=13 and−2.8± 0.6, n=19 from Slc12a6+/+ and Slc12a6−/−motoneurons, respectively; t-test; *P b 0.05).
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Fitzgerald, 2004; Cordero-Erausquin et al., 2005). Despite discrepancies
between transcript and protein levels between spinal cord and primary
motoneuron culture, chloride extrusion capacity in isolated motoneu-
rons is quite efficient and could also be related to other buffering sys-
tem. While extrapolating data from embryonic cultured motoneurons
to adult neurons in vivo comes with cabeats, the resting [Cl−]i in 7DIV
cultured E12.5 motoneurons is not different from that found in mature
cells (Delpy et al., 2008; Stil et al., 2009) and thus allows for some cau-
tious inferences. The increase in NKCC1 transcript at a later stage in

spinal cord is probably related to non-neuronal cells (Stil et al., 2009).
Its overexpression in Slc12a6−/− spinal cords needs further investiga-
tion at protein and cellular levels. Altogether, our results rule out a direct
role for KCC3 in the control of chloride-driven motoneuron electrical
activity.

Analysis of firing properties of purifiedmotoneurons at 8 DIV shows
that frequency-current relationship reaches a plateau level around 20–
30 Hz within 150 pA without changes in slope following a higher cur-
rent amplitude. Most studies in spinal motoneurons, performed on P8-

Fig. 6. Pharmacological characterization of ionic currents involved in plateau potential maintenance in 7 DIV Slc12a6+/+motoneurons. (A) Inhibition of voltage-gated Ca2+ currents with

100 μM CdCl2 induces an increase in motoneuron firing frequency from 14.0 ± 3.2 Hz to 20.5 ± 2.9 Hz without significant change in plateau potential (B) (n= 4motoneurons, p b 0.05,

paired experiments). (C,D) Specific inhibition of the Ca2+-activated K+ current, SK channels, with apamin increases firing frequency from 11.7± 1.3 Hz to 17.3 ± 1.4 Hz by reducing the

slope of the slow depolarization following a spike without changing the value of plateau potential (n = 7 motoneurons, p b 0.001, paired experiments). (E) Inhibition of the Na+-K+

ATPase with 100 μM ouabain induces a significant depolarization of the plateau potential (n = 7, paired test, ** p b 0.01), without changes in firing frequency (21.7 ± 1.9 Hz and 22.6

± 1.8 Hz before and after ouabain, respectively; n = 7, P = 0.7) (F). (G) The amplitude of PTH is decreased from −1.16 ± 0.27 mV to−0.22 ± 0.25 mV following ouabain treatment

(n = 7, paired test, * p b 0.05).
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Fig. 7.Motoneuron excitability contributes to Slc12a6−/− neuromuscular junction innervation. (A) On line recordings of in vitro spontaneous electrical activity of Hb9::GFPmotoneurons before

and after cumulative application of 10 μM and 100 μM CBZ. (B) At 100 μM, CBZ induces a 60% decrease in firing frequency (n= 3; **P b 0.01; one way ANOVA). (C) Images of P30 NMJs from

vehicle- and CBZ-treated Slc12a6−/− mice showing full and partial innervation of whole TA muscles. Arrowheads indicate incomplete NMJ innervation. Scale bar: 50 μm. (D) Quantification of

innervation status confirms that CBZ treatment increases the number of innervated NMJs in Slc12a6−/− mice (60.9 ± 3.2% of innervation) compared to vehicle-treated Slc12a6−/−, (49.2 ±

1.7% of innervation) but does not totally rescue the control phenotype (99 ± 1% of innervation) (260, 710 and 260 endplates for Slc12a6+/+, vehicle-treated Slc12a6−/− and CBZ-treated

Slc12a6−/− respectively; N = 3 mice for each group, **P b 0.01; ***P b 0.001; one-way ANOVA). (E) Spinal cord cross-sections of P30 Slc12a6+/+, vehicle and CBZ-treated Slc12a6−/− mice

were immunolabeled with the Na+/K+-ATPase (NKA) α1 antibody and the motoneuron marker choline acetyl transferase (ChAT). Scale bar, 25 μm. (F) Quantification of the standard

deviation (SD) of NKA α1 staining intensity along motoneuron membrane perimeter shows a significantly greater uneven distribution of NKA α1 in Slc12a6−/− spinal cord motoneurons

(11.35 ± 0.36 SD, n = 140) compared to Slc12a6+/+ motoneurons (8.56 ± 0.24 SD, n = 156) (N = 3 mice for each group, ***P b 0.001; t-test; left panel). In vivo treatment with CBZ

restores NKA α1 staining intensity of motoneurons to control levels (8.47 ± 0.39 SD, n = 124, in Slc12a6+/+ motoneurons; 12.34 ± 0.49 SD, n = 71, in vehicle-treated Slc12a6−/− mice

compared to 8.03 ± 0.30 SD, n= 137, in CBZ-treated Slc12a6−/− mice; one-way ANOVA; right panel. N= 3mice for each group).
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P15 slices, describe two levels of firing: a primary range at a maximal
40 Hz attributed to intrinsic motoneuron properties followed by a sec-
ondary range attributed to ionotropic and neuromodulatory influences
(Brownstone, 2006; Heckman et al., 2009). Contrary to in vivo record-
ings, the absence of synaptic inputs and descending pathways in the
highly purifiedmotoneuron cultures prevents recordings of the second-
ary range offiring. Comparisonofmotoneuron electrical propertieswith
in situ slice recordings shows that the major difference with post-natal
motoneurons concerns values of input resistance, which are higher in
primary cultures, accounting for their lower threshold current ampli-
tude (Carrascal et al., 2005). More recently, recordings from adult
mouse slices show that input resistance is closer to primary cultures
than post-natal slices, which account for similar relationship between
current amplitude and corresponding frequency (Mitra and
Brownstone, 2012). In addition to the f-I relation, we show that apamin
is able to increase firing frequency, as reported in post-natal P9-P15 spi-
nal cord slices recordings (Miles et al., 2007), supporting functional
modulatory mechanisms in primary cultures. Using purified motoneu-
rons, we demonstrate that KCC3 deletion does not modify the f-I rela-
tion, but induces a progressive depolarization of plateau potential
during rhythmic activity. Among the candidates tested, Ca2+ activated
K+ currents and the NKA, only inhibition of NKA was able to induce a
depolarization of the plateau potential suggesting that ionic unbalance
progressively takes place during maintained activity in the absence of
KCC3. In addition, we show in spinal cord that plasma membrane ex-
pression of the α1-subunit of NKA is modified in the absence of func-
tional KCC3. Interestingly, the expression of NKA α subunits in spinal
cord is not pan-motoneuronal as two recent studies show that the α1
subunit is a marker of a subpopulation of large α-motoneurons includ-
ing the fast resistant (FR) and the slow (S) motoneurons, while the α3
subunit is mainly a marker of the fast fatigable (FF) α-motoneurons
and the small γ-motoneurons innervating intrafusal muscle fibers
(Edwards et al., 2013; Ruegsegger et al., 2016). The NKA is an electro-
genic ion pump essential for maintenance of cellular electrochemical
gradients (Kaplan, 2002) and activity-dependent changes in NKA
pump can alter the hyperpolarizing pump current (Scuri et al., 2002;
Kim et al., 2007). Although we cannot state whether activity of the
pump is directly affected by KCC3 loss of function, our results are in
line with studies showing that KCC3 hyperactivity increases NKA activ-
ity (Adragna et al., 2015) while KCC3 inhibition has the inverse effect
(Fujii et al., 2008). Moreover, decreased NKA activity induces NMJ de-
nervation (Ruegsegger et al., 2016). Remarkably, by decreasing moto-
neuron firing frequency, CBZ restore Na+K+-ATPase α1 localization.
While membrane pattern of the pump is fully restored, CBZ treatment
cannot promote full NMJ reinnervation suggesting that its effects slow
denervation process and/or that denervation is not reversible. These
data also suggest that themembrane redistribution of the NKAα1-sub-
unit might be a consequence of the hyperexcitable state induced by the
decreased activity of the pump in Slc12a6−/−motoneurons, an observa-
tion that needs further investigation on the cellular mechanisms linking
protein activity and localization. Additional mechanisms may also con-
tribute to the impaired locomotor capacities described in Slc12a6−/−

mice. Indeed, it has recently been demonstrated that the selective
deletion of Slc12a6 in parvalbumin-positive proprioceptive neurons is
sufficient to induce locomotor defects (Ding and Delpire, 2014), which
could be linked to an increased pre-synaptic inhibition of a subset of
sensory neurons (Lucas et al., 2012).

5. Conclusion

Overall, our results highlight novel pathological hallmarks and mo-
lecular effectors within the motor circuitry of Andermann syndrome.
Of utmost importance is the targeting of motoneuron excitability with
CBZ to maintain some innervation in Slc12a6−/− mice. These findings
have major clinical implications as they bring forward novel

symptomatic and molecular therapeutic targets for the treatment and
clinical management of ACCPN patients.
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The function of the nervous system in complex animals is reflected by the achievement

of specific behaviors. For years in Drosophila, both simple and complex behaviors have

been studied and their genetic bases have emerged. The neuromuscular junction is

maybe one of the prototypal simplest examples. A motor neuron establishes synaptic

connections on its muscle cell target and elicits behavior: the muscle contraction.

Different muscles in adult fly are related to specific behaviors. For example, the thoracic

muscles are associated with flight and the leg muscles are associated with locomotion.

However, specific tools are still lacking for the study of cellular physiology in distinct

motor neuron subpopulations. Here we decided to use the abdominal muscles and in

particular the ventral abdominal muscles (VAMs) in adult Drosophila as new model to link

a precise behavior to specific motor neurons. Hence, we developed a new behavioral

test based on the folding movement of the adult abdomen. Further, we performed a

genetic screen and identify two specific Gal4 lines with restricted expression patterns to

the adult motor neurons innervating the VAMs or their precursor cells. Using these genetic

tools, we showed that the lack of the VAMs or the loss of the synaptic transmission in

their innervating motor neurons lead to a significant impairment of the abdomen folding

behavior. Altogether, our results allow establishing a direct link between specific motor

neurons and muscles for the realization of particular behavior: the folding behavior of the

abdomen in Drosophila.

Keywords: neuromuscular junction, motor neuron, muscle, behavior, Drosophila

INTRODUCTION

The muscle system accounts for almost half of the body mass in animals. Vertebrate muscles are
usually subdivided into three types related to their different functional properties: the skeletal,
cardiac, and the smooth muscles. InDrosophila the counterparts of these muscle categories are also
found and are known as somatic (or body wall muscles), heart, and visceral muscles. Even if the
final shapes and functions of muscles differ between vertebrates and Drosophila, the myogenesis
processes share common features (Taylor, 2006). The development and the formation of the
different muscle types have been extensively studied for years in Drosophila (for review Roy and
VijayRaghavan, 1999; Tixier et al., 2010; Dobi et al., 2015; Bothe and Baylies, 2016). Drosophila
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is a holometabolous insect with two motile lives: the larva is able
to crawl and the adult can walk and fly. During metamorphosis
the muscle system needs to be remodeled to completely switch
its shape, implying drastic changes. Almost all the larval muscles
degenerate and adult muscles develop de novo to construct the
final stereotyped pattern of the adult fly. Among the different
muscles forming the adult fly, the thoracic muscles have been
the most studied to understand the regulation and the function
of many proteins involved in muscle activity (for example the
myofibril formation Vigoreaux, 2001; Schnorrer and Dickson,
2004). These thoracic muscles include the IFMs (Indirect Flight
Muscles), the DFMs (Direct FlightMuscles) and the jumpmuscle
(Miller, 1950; Crossley, 1978; Lawrence, 1982; Fernandes et al.,
1991). The legmuscles, due to their small size aremore difficult to
dissect and to observe and until recently, have not been routinely
employed for physiological or developmental studies (Enriquez
et al., 2015; Soler et al., 2016; Syed et al., 2016).

Interestingly, various behavioral tests are associated with the
different adult muscle functions. For example, the flight of the
fly can be studied to understand the IFMs function (Drummond
et al., 1991; Cripps et al., 1994). The initial jumping behavior
occurring pre-flight during takeoff can also be analyzed and
be used as a read-out of the function of the jump muscle
(Elliott et al., 2007). Finally, the adult fly locomotion can also be
monitored as a read-out of leg muscle activity, using the negative
geotaxis behavioral test that measures the celerity of the fly walk
(Benzer, 1967; Whitworth et al., 2005). More recently, the gait in
a freely walking fly has also be analyzed using a footprint tracking
test (Gargano et al., 2005; Mendes et al., 2013). In contrast
to the leg or the thoracic muscles, very little is known about
the function of the abdominal muscles, although these muscles
cover the inner surface (ventrally, laterally and dorsally) of the
adult abdomen. Although they are probably involved in abdomen
movements, there is no report of the study of their function
and, in particular, no associated behavioral test read-out to study
their function. Miller in 1950 and Currie in 1991 have described
these abdominal muscles anatomically (Miller, 1950; Currie and
Bate, 1991). They have classified the abdominal muscles into
three groups depending on their spatial location in the abdomen:
dorsal, lateral and ventral. The muscle pattern is found repeated
from segments A2–A7 and it is slightly different in segments A1
and A8. Dorsal and ventral muscles are organized in longitudinal
fibers, whereas lateral muscles are arranged in parallel transverse
fibers perpendicular to the ventral midline. Each hemisegment
of the ventral muscles contains a group of 5–8 fibers orientated
longitudinally to the ventral midline. The development and the
histology of these muscles have raised interest (Currie and Bate,
1991), but so far the function of the abdominal muscles has not
been addressed in adult fly.

Abbreviations: AMPs, Adult Muscle Precursors; CM, Curving Movement; DFMs,

Direct Flight Muscles; HRP, Horse Radish Peroxidase; IFMs, Indirect Flight

Muscles; LM, Large Movement; mGFP, Membrane Green Fluorescent Protein;

MNs, Motor Neurons; NMJs, NeuroMuscular Junctions; SM, Small Movement;

SSR, Subsynaptic Reticulum; VAMs, Ventral AbdominalMuscles; VAMNs, Ventral

Abdominal Motor Neurons; VAMN Gal4, Ventral Abdominal Motor Neurons

Gal4; VAMPC Gal4, Ventral Abdominal Muscle Precursor Cells Gal4; VNC,

Ventral Nerve Cord.

Because among the abdominal muscles, the ventral muscles
appear the largest and the most accessible with which to begin
studying the function, we first analyzed the neuromuscular
system of the adult ventral abdominal muscles (VAMs). We then
searched for a behavioral read-out associated with the function
of VAMs in the adult fly. On one hand, we designed a new
behavioral test aimed at analyzing the folding movements of the
adult abdomen. On the other hand, we characterized and used
new genetic tools to be able to demonstrate the implication of the
VAMs in this behavioral output. To that extent, by screening the
Janelia Flight Light Gal4 lines (Pfeiffer et al., 2008), we identified
two Gal4 lines with specific patterns: one targets the adult ventral
muscle precursor cells and the other is specifically expressed in
the motor neurons innervating the VAMs. Using these tools that
specifically alter the ventral abdominal muscle functions, we here
show that the activation of the VAMs is necessary to ensure the
folding movements of the abdomen.

MATERIALS AND METHODS

The following strains were used: Janelia Gal4 lines 24G08
Gal4 (Bloomington stock 49316) and 31B08 Gal4 (Bloomington
stock 49351), Tdc2 Gal4 (Bloomington stock 9313), VGlut Gal4
(Bloomington stock 26160), VGlut MiMIC RMCE line with
EGFP reporter (and GFDTF tagged) (Nagarkar-Jaiswal et al.,
2015) (Bloomington stock 59411), UAS mGFP (Bloomington
stocks 35839), UAS reaper (Bloomington stock 5824), UAS
TeTxLC (Bloomington stock 28997). All crosses were raised at
25◦C. The white Canton S (wCS) strain (outcrossed to CS, from
Jean-Maurice Dura, IGH Montpellier, France) was used as wild
type control and was crossed with the different Gal4 lines for
control experiments.

Immunohistochemistry and Image
Acquisition
Adult female abdomens were dissected in PBS, 1mM EDTA
and fixed in 4% formaldehyde then washed with PBS 0.3%
Triton (PBT), blocked in 1% solution of BSA (PBT-BSA).
Primary antibodies were incubated at 4◦C overnight in
PBT-BSA solution at different concentrations: mouse anti-
Dlg 1/100 (Developmental Studies Hybridoma Bank), rabbit
anti-GFP 1/1000 (Invitrogen), goat anti-HRP Cy3 1/500
(Jackson ImmunoResearch), phalloidin Alexa Fluor 647 1/1,000
(Molecular Probes). Secondary antibodies donkey anti-rabbit or
-mouse Alexa Fluor 488 1/800 (Molecular Probes) was incubated
2 h at room temperature. Abdomens were mounted in glycerol
80%. For all experiments, images of abdominal segments fromA3
to A5 were acquired using a confocal laser scanning microscope
(Zeiss LSM780 or Leica SPE) and analyzed using Fiji software
(Schindelin et al., 2012).

Adult Abdomen Folding Behavior and
Video Recording
Adult female flies aged of 6 days were used for behavioral
experiments. At the same time of day (the afternoon), they
were quickly immobilized on ice for few minutes before being
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transferred to a glass coverslip and pasted on the back, head
right side, using melted myristic acid (Sigma) pieces. Once
pasted, flies recovered during 2 h in a wet box. The camera
(Sony HDR-CX240) lens was focused on 4 flies and the flies
were video-recorded during 1-min twice at 4-min intervals.
For each fly, the movie sequences were analyzed with Fiji and
converted to kymograph using the Multi Kymograph plugin.
The dark pigmentation on the tergites provided landmarks to
identify the different abdominal segments. For each fly at the
resting position, a line was drawn from the segment A2–A6
(yellow line in Figures 3A,B) and this line was used as the
axis to carry out the kymograph. When the abdomen was not
at the resting position, the abdomen was considered up or in
other words in movement. A white peak on the kymograph
visualized this movement. The amplitude of the movement was
assessed using the A5 and A3 segments as landmarks. If the
white peak was restricted to the A5 segment, the abdomen
rises slightly and the movement was considered as small. In
contrast, if the white peak spread over the A3 segment then the
abdomen moves up with a larger range and the movement was
considered as large. The number of white peaks was counted on
each fly kymograph and characterized small and large abdomen
movements performed by the fly during 1min. The maximal
abdomen folding were the curving movements during which the
abdomen reached a position perpendicular to the resting position
and the number of curving movement was directly counted on
the movie. Kymograph could be converted into a black and white
picture. All the black pixels depicted the abdomen at the resting
position and the white pixels the abdomen in movement not
aligned with the horizontal position. From that picture we could
infer the percentage of activity of the fly abdomen corresponding
to the percentage of all white pixels related to the total number of
pixel.

RESULTS

The Adult Ventral Abdominal Muscles and
Their Neuromuscular Junctions
The VAMs in adult fly are composed of several fibers lined up
according to the antero-posterior axis on both sides of the ventral
midline. At low magnification (Figure 1A), one set of ventral
muscles is observable per hemisegment. The A2 segment shows
a muscle-specific chevron pattern due to the presence of two
clusters of chordotonal organs (Wheeler’s organ) (Bodmer and
Jan, 1987; Elliott et al., 2005; Eberl and Boekhoff-Falk, 2007).
The VAMs are innervated by motor neurons (MNs) in a very
stereotyped way that has been described in detail by two studies
(Hebbar et al., 2006; Wagner et al., 2015 and Figures 1A’–A”’).
Here, we further describe markers of these MNs, as well as the
anatomy of their synaptic endings, the neuromuscular junctions
(NMJs), in order to find and use appropriate Gal4 lines to study
the function of these muscles. Previous studies did show that
these adult NMJs are morphologically similar to the well-known
larval ones (for review Prokop, 2006; Beramendi et al., 2007;
Menon et al., 2013) and the commonly used synaptic markers
remain expressed at these adult NMJs level (Beramendi et al.,

2007; Wagner et al., 2015). As in larvae, at the postsynaptic
part, the synaptic boutons make contact with muscles and
are surrounded by infoldings of the muscle membrane named
the subsynaptic reticulum (SSR) where the scaffolding protein
Discs-large (Dlg) is found (Lahey et al., 1994; Budnik et al.,
1996 and Figures 1B–B”). For branches specifically containing
small synaptic boutons, the surrounding Dlg staining appears
very faint, even absent (Figures 1C–C”, arrowheads in zoomed
images), as it is also the case for specific boutons at the larval
NMJ. As it is described in the larval neuromuscular system,
the VAMs are innervated by glutamatergic synapses (Hebbar
et al., 2006; Prokop, 2006). In accordance with this, we showed
that the vesicular glutamate transporter, VGlut Gal4 driver (also
known0 as OK371 Gal4) is broadly expressed in the MNs that
target the VAMs (Figures 1D–D”). We also used the protein trap
VGlut-EGFP to directly visualize the protein. This protein-trap
line shows that the vesicular glutamate transporter is actually
present at the synaptic terminals of the MNs innervating the
VAMs (Figures 1E–E”). We also noticed the presence of small
varicosities, HRP stained, that do not seem to be associated with
SSR at the postsynaptic part since no Dlg staining is observed
(Figures 1C–C” arrowheads in zoomed images). These boutons
stay VGlut Gal4 positive even if the protein trap VGlut-GFP
staining is quite null or very faint (Figures 1C–E” arrowheads).
These characteristics suggest that these small varicosities could
be octopaminergic/tyraminergic MNs innervations like type II
boutons at the larval NMJ (Johansen et al., 1989; Rivlin et al.,
2004). To confirm this hypothesis, we used a Tdc2 Gal4 line to
target the expression of GFP in octopaminergetic/tyraminergic
neurons (Cole et al., 2005; Koon et al., 2011) and found that
all branches with small varicosities were actually GFP-positive
(Figures 1F–F”). Hence these observations will enable the search
for VAMs specific genetic tools and to target their function.

Gal4 Lines Screen for the Study of VAMs
Function
Our aim was to study specifically the VAMs to pinpoint their
function in adult fly. In the search for a behavior associated
to the function of the VAMs, we needed specific genetic tools
to allow the manipulation of the corresponding motor neurons
(the Ventral Abdominal Motor Neurons, VAMNs) as well as
tool for the VAMs themselves. Recently, thousands of transgenic
Gal4 lines have been generated and are known as the Janelia
FlyLight stocks. In this collection, the Gal4 open reading frame
is under the control of different short intronic (or noncoding)
regions of genes known to have a patterned expression in the
adult nervous system (Pfeiffer et al., 2008; Jenett et al., 2012).
For each line the expression pattern is described and available on
Janelia FlyLight database (http://flweb.janelia.org/cgi-bin/flew.
cgi). Using this database, we first selected the enhancer Gal4
stocks that drive the expression of the GFP reporter in a subset
of cells located in the abdominal ganglia, assuming that the cell
bodies of the VAMNs are positioned in the abdominal ganglia
of the ventral nerve cord (VNC). We eliminated all the lines
showing too broad GFP expression pattern in the brain or in
the entire VNC. We then screened the selected lines by crossing
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FIGURE 1 | The ventral abdominal muscles (VAMs) and their innervation in adult Drosophila. (A) In wild type flies, the VAMs are organized in a stereotyped pattern on

the abdomen as observed at low magnification (from A2 to A5, 10X objective). Muscles are labeled using a phalloidin staining (F-actin, in magenta). The white dotted

line represents the ventral midline. (A’–A”’) At higher magnification (63X objective) motor neurons (HRP staining in red) innervate each muscle fiber and synaptic

boutons are visible. (B–B”) Discs large (Dlg, in green) is expressed at the post-synaptic level and surrounds the synaptic boutons (HRP labeled, in red). (C–C”) Zoom

images of region outlined (white box in B”) show that Dlg (C) is not associated with the smaller boutons (C’, white arrowheads). In all presented images the anterior

side is up. (D–D”) The VAMs are innervated by glutamatergic motors neurons. The VGlut Gal4 line drives the expression of the GFP in motor neurons and synaptic

boutons of the VAMs. White arrowheads show the expression of GFP in small varicosities. (E–E”) The EGFP tagged VGlut construct labels all the synaptic boutons.

The VGlut protein trap expression is very low in the smaller varicosities (white arrowheads). (F–F”) The VAMs receive also octopaminergic/tyraminergic innervation.

(F) The Tdc2 Gal4 line allows the GFP expression exclusively in the smallest population of boutons (see merge in F”). This octopaminergic/tyraminergic innervation is

closely associated to glutamatergic boutons as showed in zoomed images. For all conditions, motor neurons are stained with HRP (Horse Radish Peroxidase is a

neuronal membrane marker, Jan and Jan, 1982), images of abdominal segments A3–A5 are represented.
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themwith a UAS-GFP construct to study their expression pattern
in MNs and NMJs of the VAMNs in adult. One line, 24G08
Gal4 showed a spatially restricted and specific expression pattern

in the glutamatergic NMJs on the VAMs (Figures 2A–A”’) in
all the abdominal segments (data not shown). This 24G08 Gal4
line is specific of the VAMs since no GFP expression was

FIGURE 2 | Identification of specific Janelia Gal4 lines related to the VAMs. (A–A”’) The 24G08 Gal4 line allows the expression of the mGFP reporter gene specifically

in the MNs (A) innervating the VAMs and was named VAMN Gal4 line (Ventral Abdominal Motor Neurons). One abdominal segment (A3) is presented here with HRP

staining (A’) used to label the nervous system. Merged images with HRP (A”) and phalloidin labeling the muscles (A”’) are shown. (B–B”) The 31B08 Gal4 line is

expressed specifically in the adult muscle precursors of the VAMs during the third instar larval stage. At low magnification (10X objective), two groups of GFP positive

cells are visible per hemi-segment (A3-A4) on each side of the midline (white dashed line in B). Larval muscles (B’) and merged images are shown (B”) in a flat larva

preparation. (C-C””) A higher magnification focusing on one group of GFP positive cells (C). These cells express in their nuclei the transcription factor Zfh1 (C’,C”), an

adult muscle precursor marker. Nuclei are Dapi stained (C”’,C””). Muscles are labeled using phalloidin (in magenta). This Gal4 line was named VAMPC (Ventral

Abdominal Muscles Precursor Cells). In all presented images the anterior side is up. (D–E”) Apoptosis induced by the expression of reaper with the VAMPC Gal4 line

(UAS Reaper/+; VAMPC Gal4/+) results in adult flies lacking the majority of the abdominal ventral muscles (D, white asterisks). Only few ventral muscles could subsist

(in A1 and A2 segments) compared to control (E). HRP (in red) stains the nervous system (D’,E’). The white boxes in D and E focus on A4 abdominal segment at

higher magnification where the ventral muscles are absent in D” compared to the control condition in E”. Note that in the genetic condition UAS Reaper/+; VAMPC

Gal4/+, the lateral muscles are not affected as shown by the phalloidin staining used to label muscles (in magenta). Abdomen is oriented anterior up and posterior

down.
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detectable in the NMJs from the other abdominal motor neurons
innervating the dorsal or the lateral muscles (Supplementary
Figure 1). We called this specific tool: VAMN Gal4 for Ventral
Abdominal Motor Neurons Gal4 line. Next, the VAMN Gal4
was tested for its expression pattern during the third instar
larval stage. Notably, in larvae no GFP expression was found
either in MNs or at the NMJs level, and only a subset of cells
is labeled in the VNC (Supplementary Figure 2). This finding
emphasized the importance of the VAMN Gal4 tool since this
Gal4 line allows the expression specifically at the adult stage in
specificmotor neurons innervating the VAMs. Independently, we
selected another Gal4 line for its specific expression during the
larval stage in the precursor cells of the adult VAMs. The adult
muscle stem cells called adult muscle precursors (AMPs) arise
during the embryogenesis and stay undifferentiated throughout
embryonic and larval stages (Bate et al., 1991; Currie and Bate,
1991; Figeac et al., 2010). AMPs are maintained quiescent due
to the expression of Notch and Twist that target repressors of
differentiation such as the zinc finger homeodomain 1 (zfh1) and
Holes in muscle (Him) genes (Anant et al., 1998; Bernard et al.,
2010). When the expression of twist is downregulated, these cells
proliferate and give rise to the adult muscles. We found that
the 31B08 Gal4 line allows the expression of the GFP reporter
specifically in a subset of small cells ventrally located and closely
linked to the neighboring muscles on each side of the midline
in larvae (Figures 2B–B”). We showed that these cells express
the transcription factor Zfh1 (Postigo et al., 1999) known to be
an AMPs marker (Figures 2C–C””) that most likely impedes the
myogenic differentiation via Mef2 (Figeac et al., 2010). From
their location and their Zfh1 expression, we thought that these
cells are likely the AMPs for the abdominal ventral muscles. To
further test this, we used the sameGal4 line and the pro-apoptotic
cell death gene reaper to induce cell death. The resulting adult
flies display a loss of the majority of the VAMs (Figures 2D–D”)
compared to control flies (Figures 2E–E”). This phenotype is
not completely penetrant and some VAMs are not affected and
are formed normally. For example in Figure 2D, in abdominal
segments A1 and A2 the VAMs are visible and in some cases,
presence of VAMs could be observed in other segments as well.
Nevertheless, this phenotype is specific because no other muscle
in the abdomen is affected; the dorsal and lateral muscles are still
present and unchanged (Figures 2D–D”). This result confirms
that the 31B08 Gal4 line is expressed in a subset of the AMPs of
the VAMs during the larval stage. We decided to call the 31B08
Gal4 line, VAMPCGal4 for Ventral AbdominalMuscle Precursor
Cells. Together these observations reveal that the VAMN and
VAMPC Gal4 lines are two new genetic tools that will be very
useful for the study of the VAMs function in the adultDrosophila.

Monitoring the Abdomen Movements with
a New Behavioral Test in Adult: The Folding
of the Abdomen
Because of their location on the ventral part of the abdomen, the
VAMs could likely be involved in folding or curving movements
of the abdomen. We therefore designed a behavioral test to
observe and monitor these movements. Since a fly placed on

the back naturally lifts its abdomen to go back on its legs, we
glued the back of adult flies on a microscope slide and video-
recorded their movements (Figure 3A and for an example of
movie see Supplementary Movie 1). The flies pull up their
abdomen either slightly (up to A5 segment included) or in a
more prominent position (up to A3 segment included). We
named these movements small and large respectively (SM and
LM). The most extreme position reached by the abdomen is the
curving movement (CM). In this case, the tip (or the extremity)
of the abdomen reaches a position perpendicular to the resting
position (the horizontal position, parallel to themicroscope slide)
(Figure 3A). Thus, the abdomen of a fly is able to perform
different folding movements detectable on movie analyses. We
quantified these movements in two ways: (1) the number of
occurrence of each type of movement (small, large, curving)
during a 1-min period and (2) the relative percentage of time
when the abdomen is not in a resting position during the 1-
min video recording (the percentage of activity). To perform
this, we used the Fiji software and analyzed each individual
fly movement by measuring the displacement over time of
the abdomen relatively to a drawn basal line corresponding
to the resting position (yellow line in Figure 3B). On the
representative kymograph (i.e., pixel intensity along the basal
line over time), we can observe, when the abdomen stays in
a resting position, the pigmentation pattern of the abdomen.
When the abdomen folds, its position deviates from the basal
line and a peak with background intensity (light gray) appears.
The more the abdomen folds, the bigger is the corresponding
peak in the kymograph. We tested a sample of 20 control flies
in this behavioral test. The results reveal that a fly performs
an average of 18 SM, 12 LM and 6 CM in 1min, with 27%
of activity on average (Figure 3C). Detailed analysis of these
results shows that the number of abdomen movements for each
fly varied between 8 and 28 for the SM, 3 and 17 for the LM
and 1 and 14 for the CM (Supplementary Figure 3A). Control
flies tested independently on different days for their abdomen
movements show no significantly different results in the number
of movements or in activity percentage (Supplementary Figure
3B). Finally, as a proof of principle, we have blindly analyzed
twice the videos recorded for 20 control flies tested and the
results obtained in the 2 independent analyses are not statistically
different (Supplementary Figure 4). This indicates that our
approach provides a robust and efficientmethod for analyzing the
movements of the abdomen. Taken together, our data describe
the design of a new behavioral test specifically adapted to the
study of the abdomen movements in the adult fly.

The VAMs Are Required for the Folding
Movement of the Adult Fly Abdomen
Once the folding behavioral test was set-up with control flies, we
decided to use a genetic approach to address the question of the
contribution of the VAMs during the folding movement of the
adult abdomen. First we expressed the tetanus toxin light chain
(TeTxLC) (Sweeney et al., 1995) under the control of the VAMN
Gal4 line. The TeTxLC is known to cleave the Synaptobrevin,
a vesicle-associated protein, and to inhibit specifically the
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FIGURE 3 | The abdomen folding: A new behavioral test. (A) Control adult flies, thorax fixed on a glass slice move their abdomen. Depending on the amplitude of the

abdominal movements, small or large movements are distinguished. Taken from movie sequences, fly into light the green rectangle illustrates small movement (SM)

and large movement (LM) is highlighted in the red rectangle. The two extreme positions (black rectangles) are the resting position when the abdomen is parallel to the

glass slice (left) or at the opposite the total curving of the abdomen when the abdomen is perpendicular to the slice glass (right, curving movement, CM). The baseline

is represented by a yellow line at the resting position and the segment A3 and A5 are showed by vertical line orange and green, respectively. (B) Video recording could

monitor the abdomen folding movement. Kymograph plot from video recording of the abdominal folding movement, which presents the spatial position of the fly

abdomen over time along an axis. This axis is determined for each fly at resting position by a line from A2–A6 (baseline, yellow line in 3A). Each abdominal segment

shows a dark pigmented tergite part easily visible on the kymograph. A3 and A5 are represented by vertical lines orange and green respectively. The movements of

the abdomen during the record are visualized by the presence of white peak zones that correspond to the absence of pigmented tergite at that time and position.

Small movements are associated with small white peaks at A5 position (light green asterisks) and the large movements correspond to the absence of tergite from A6

until A3 and generate large white peaks (red arrowheads). Below the kymograph, a fly pasted on the back is drawn in resting position. At the right side the head (h),

the thorax (t) and the abdomen are represented. On the abdomen the baseline is in yellow and a green and orange vertical line respectively show the A5 and A3

segments aligned with the same region in the upper kymograph. (C) General folding behavior parameters. The number of small and large movements is counted from

kymographs. The number of curving movements is determined from the movie. 20 control flies have been recorded during 1min twice, these flies perform 18 SM

(±1.09), 12 LM (±0.98) and 6 CM (±0.7) in average and show 27% (±2.46) of activity. The percentage of activity clusters all the abdominal movements executed by

the sample of flies in average. This percentage is obtained from the kymograph (see Materials and Methods). The distribution of the percentage of activity for each

control fly tested is represented by histograms. The percentage of activity varies between 8 and 47% with the class between 20 and 30% activity the most

represented. The percentage of activity is calculated from the 40 videos recorded. The error bars represent the standard error of the mean (±SEM).

release of neurotransmitters (Verderio et al., 1999). When the
neurotransmission is impaired with the VAMNs Gal4 line, we
observed a significant 78% decrease of the global abdomen
activity compared to the control flies (Figure 4A). All the
abdomen movements quantified (large and small movements)
showed an important significant decrease in the frequency
and the curving movement totally disappeared. These results
show that the folding of the abdomen is disrupted when the
neurotransmission is impaired in the MNs innervating the
VAMs. To confirm these results we decided to address the

question from the muscles’ point of view. Hence, we used the
VAMPC Gal4 line to express the pro-apoptotic gene reaper in
the precursor cells of the adult VAMs at the larval stage (see
Figure 2B). In that genetic context, the resulting phenotype in
adult is the loss of the majority of the VAMs (see Figure 2D).
These flies subjected to the folding abdomen behavior test display
a 50% decrease of the abdomen activity compared to control
flies. Although the loss of VAMs is incomplete, the abdominal
activity and the number of abdominal movements performed
by these flies are significantly decreased. All the movements of
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FIGURE 4 | The VAMs are required for the abdomen folding behavior. (A) The specific inactivation of the synaptic transmission at the VAMs level using the expression

of the tetanus toxin light chain (TeTxLC) leads to a drop of the abdomen folding activity. A reduction of 78% in activity of the abdomen movements is observed in

VAMN Gal4/+; UAS TeTxLC/+ flies (in red, n = 31) compared to control flies, VAMN Gal4/+ (in black, n = 29). All types of movements (SM and LM) are affected and

the abdomen curving (CM) is abolished when the synaptic transmission to the VAMs is impaired. Pool data are represented as means ± SEM, ****p < 0.0001. (B)

Flies expressing reaper in the AMPs of the abdominal muscles (UAS Reaper/+; VAMPC Gal4/+) show a reduction by half of the folding abdomen activity (in purple, n

= 29) compared to the control flies (VAMPC Gal4/+, in black, n = 15). This result is the consequence of an overall abdomen movement reduction. VAMPC>Reaper

flies perform 8 SM, 6 LM and 1 CM compared to 14, 12 and 6 respectively in control flies. Pool data are represented as means ± SEM, *p < 0.05, **p < 0.01.

the abdomen are affected. The number of SM, LM, and CM are
significantly reduced compared to control flies (Figure 4B). Our
results show that the impairment of the neurotransmission at the
NMJs level as well as at the loss of the VAMs abolish or reduce
the folding movements of the abdomen.

Altogether, our results using different specific Gal4 strains,
allow us to conclude that the VAMs are responsible for the folding
movement of the abdomen that can be analyzed and quantified by
the behavioral test we set up. This new behavioral test of abdomen
folding is a read-out that correlates with the VAMs activation.

DISCUSSION

The VAMs of the Abdomen and Their
Innervations in the Adult Fly
We chose to address the question of the role of the VAMs
in the adult fly because these muscles are the largest of the
abdomen. The VAMs are well grouped, on both sides of the
ventral midline and the muscle fibers are organized parallel to
this midline in each abdominal segment. The pattern of the
VAMs is also stereotyped in the abdomen, with the segment A1

containing more laterally on both sides of the midline two other
groups of muscles besides the muscular fibers at the midline.
The A2 segment displays muscles in chevron pattern, easily
distinctive. In this study, we did not image the muscles of these
two segments because the segment A1 is cut at the dissection
and in A2 two clusters of chordotonal organs brightly stained
by HRP are located nearby muscles, making difficult the imaging
of A2 muscle innervation. So the VAMs images we showed are
representative of the abdominal segments A3–A5.

To study the VAMs activation and their movements, we
looked at the innervations of these muscles. As reported
previously by different studies, the VAMs receive a glutamatergic
innervation but the precise number of these MNs is not known.
The glutamatergic NMJs present different sizes of boutons with
an ultrastructure similar to what has been described in L3
larvae (Hebbar et al., 2006; Wagner et al., 2015). In our VAMs
preparations, we also observed the presence of thin lines of very
small varicosities closely aligned to glutamatergic boutons that
we have identified as octopaminergic/tyraminergic innervation.
In adult, this type of innervation was already described in
the prothoracic muscles (Rivlin et al., 2004). As in larvae, the
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octopamine/tyramine innervation is very labile from a fly to
another. Indeed, the number of octopamine/tyramine varicosities
is variable and can be absent in some flies (data not shown).
Octopamine, in larvae, is known as a regulator of synaptic
functions for adaptations to environmental changes, for instance
in response to starvation conditions (Koon et al., 2011). In adult,
the octopamine has been reported to modulate aggression, egg
laying behavior or sleep (Monastirioti et al., 1996; Baier et al.,
2002; Crocker et al., 2010). So far, the role of octopaminergic
innervation of the VAMs has not been investigated and further
studies will be required to understand the action of octopamine
on VAMs contractions.

A New Behavioral Test in Adult
Because of the VAMs position along the vertical ventral midline,
we assumed that these muscles could be involved in the bending
movement of the abdomen toward the thorax. Such a situation
occurs when a fly put on its back tries to land on its legs
in a survival escape reflex. For that purpose, we designed a
behavioral test to monitor and quantify the folding movement of
the abdomen. Interestingly, in the two genetic conditions that led
either to the inactivation of the synaptic transmission or to the
loss of the majority of the VAMs tested, the folding movement
of the abdomen was significantly reduced but not abolished. This
suggests that other abdominal muscles could be engaged in this
foldingmovement. Earlier descriptive studies classified the lateral
abdominal muscles as compressors and the dorsal muscles to
tergites retractors (Miller, 1950). The specific function of these
muscles has not been studied yet, but we propose now that with
the VAMs they help in the refinement of the abdomen-folding
movement occurring when a fly is on its back.

Others adult behaviors like the mating behavior in male
or egg deposition in female also engage somehow the action
of the abdomen muscles and likely the VAMs themselves are
involved in. Nevertheless, the abdomen folding movement that
we have described and quantified has the major advantage to
allow monitoring the specific activation of only one class of
muscles, the VAMs. Our study establishes a link between some
specific motor neurons and a given related behavior, the folding
of the abdomen. This is a first step for further investigations to
understand the neural network underlying this precise behavior
with the identification of second order ascending interneurons.
On the other hand, the folding behavior of the adult abdomen
could be used in studies on muscle degeneration. The folding
behavior also follows the ability of the VAMs to contract and
as a result could thus also be employed in muscle degeneration
paradigms.

Genetic New Tools: The Flylight Gal4
Collection
The Enhancer Gal4 lines of the Janelia Light Project provide to
the community a huge collection of Gal4 lines. This collection
offers several interesting particularities. The small size of the
enhancer-DNA fragments cloned upstream of the Gal4 gene
result in restricted expression pattern, allowing ectopic gene
expression specifically small tissue regions or within a small
number of cells. In addition, the full expression pattern (in

embryo, larva and adult) of these different Gal4 lines is
documented and available on line. We have selected from the
database, accordingly to their expression profile in the abdominal
ganglia, nearly 200 enhancer Gal4 lines. These lines have been
screened for their expression pattern in the MNs of the VAMs.
Only one line, 24G08 Gal4 allows the expression of the GFP
reporter specifically in the MNs innervating the VAMs of the
abdomen. Using this Gal4 line, neither the MNs innervating the
lateral nor the dorsal muscles of the abdomen are targeted. In
addition, this strain is expressed in the MNs of the VAMs only at
the adult stage and not during the larval development. This is a
huge advantage compared to the widely used VGlut Gal4 or D42
Gal4 lines expressed in all MNs since the embryonic stage.

It is interesting to note that the fragment 24G08 (VAMNGal4)
is an enhancer of the diuretic hormone receptor (DH31-R) gene.
This receptor belongs to the class II G protein-coupled receptor
(GPCR) gene family and DH31-R is the calcitonin gene-related
receptor vertebrate homologous (Johnson et al., 2005; Cardoso
et al., 2014). DH31-R is expressed in corazonin neurons that are
peptidergic interneurons located in the brain and in the VNC
(Johnson et al., 2005). The VAMN Gal4 seems to be at least a
sub-pattern of DH31-R pattern itself. A role of DH31-R into the
MNs controlling the folding movements of the abdomen could
be imagined. The signaling pathways of this GPCR as well as its
targets are still unknown and will require further studies. The
fragment 31B08, that drives the Gal4 expression in the AMPs
of the VAMs during the larval stage (VAMPC Gal4), belongs
to the gene slit. Slit is well known to be expressed by tendon
cells and to exert a function in the muscle migration process
(Kramer et al., 2001; Wayburn and Volk, 2009; Ordan et al.,
2015). In this way, its expression into the AMPs is difficult to
decipher. It also needs to be borne in mind that the enhancer
activities of the Janelia Gal4 lines deprived of all their natural
DNA background (other enhancers, silencers) might not reflect
the actual expression pattern of the genes. These expression
patterns have to be confirmed by RNA or protein detection before
starting new studies for potential roles of DH31-R or Slit in MNs
or muscles development.

During metamorphosis, great changes occur and both
the muscles and their innervation have to be rebuilt. Soon
before eclosion at 90H APF (after pupa formation) the adult
neuromuscular system is already built (Hebbar et al., 2006),
with the MNs innervating their target muscles. Nevertheless,
the neuromuscular system of the newly born adult is reshaped
during the first 5 days after eclosion (Rivlin et al., 2004). Indeed,
during that time, the length of synaptic branches, the size of the
boutons and the number of active zones change (our unpublished
observations). These modifications are the last developmental
steps of the neuromuscular junctions, after which these synapses
will be maintained during the adulthood.

Further studies are necessary to answer remaining questions.
How the adult neuromuscular system is stabilized in young adult?
What are the signaling pathways involved during this synapse
remodeling?We will investigate these questions using the genetic
tools we described to target either the pre- or the post- synapse
specifically in the adult with the abdomen folding behavioral test
as a muscle activity read out.
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Adaptive immune response is part of the dynamic changes that

accompany motoneuron loss in amyotrophic lateral sclerosis (ALS).

CD4+ T cells that regulate a protective immunity during the neu-

rodegenerative process have received the most attention. CD8+

T cells are also observed in the spinal cord of patients and ALS mice

although their contribution to the disease still remains elusive. Here,

we found that activated CD8+ T lymphocytes infiltrate the central

nervous system (CNS) of a mouse model of ALS at the symptomatic

stage. Selective ablation of CD8+ T cells in mice expressing the ALS-

associated superoxide dismutase-1 (SOD1)G93A mutant decreased spi-

nal motoneuron loss. Using motoneuron-CD8+ T cell coculture sys-

tems, we found that mutant SOD1-expressing CD8+ T lymphocytes

selectively kill motoneurons. This cytotoxicity activity requires the

recognition of the peptide-MHC-I complex (where MHC-I represents

major histocompatibility complex class I). Measurement of interac-

tion strength by atomic force microscopy-based single-cell force spec-

troscopy demonstrated a specific MHC-I-dependent interaction

between motoneuron and SOD1
G93A CD8+ T cells. Activated mutant

SOD1 CD8+ T cells produce interferon-γ, which elicits the expression

of the MHC-I complex in motoneurons and exerts their cytotoxic

function through Fas and granzyme pathways. In addition, analysis

of the clonal diversity of CD8+ T cells in the periphery and CNS of

ALS mice identified an antigen-restricted repertoire of their T cell

receptor in the CNS. Our results suggest that self-directed immune

response takes place during the course of the disease, contributing

to the selective elimination of a subset of motoneurons in ALS.

amyotrophic lateral sclerosis | neuroimmunity | cytotoxic T lymphocytes |
motoneuron | major histocompatibility complex I

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is an incurable neuro-
degenerative disease that primarily affects upper and lower

motoneurons. ALS has a complex multifactorial etiology as
reflected by the large predominance of sporadic forms of the
disease. Dominantly inherited mutations in the gene encoding su-
peroxide dismutase-1 (SOD1) are among the most common genetic
causes of hereditary ALS (1). Mice that express ALS-linked SOD1
mutations progressively develop a severe motoneuron disease that
presents the main traits of human pathology. Those ALS mouse
models have provided valuable clues to the cellular pathogenesis of
the disease. Whereas the neurodegenerative process selectively af-
fects motoneurons, non–cell-autonomous determinants that impli-
cate glial cells also contribute to the pathogenic process (2). The
neuroinflammatory environment resulting from functionally aber-
rant glial cells is additionally accompanied by the infiltration of
blood-derived immune cells (3).

Infiltration of CD4+ and CD8+ T lymphocytes has been
documented in the brain and spinal cord of ALS patients (4–6).
In transgenic mice expressing mutant SOD1G93A, the number of
CD4+ and CD8+ T cells infiltrating the spinal cord increases as
the disease progresses (7, 8). CD4+ T lymphocytes have gained a
certain interest due to their neuroprotective function in ALS.
This was evidenced by the reduced number and suppressive
abilities of T regulatory (Treg) lymphocytes, which are negatively
correlated with the progression rate of the disease in ALS pa-
tients (9, 10), and by genetic ablation of CD4 or adoptive transfer
of Treg on ALS pathogenesis in mice (7, 11, 12).
To typically mount an immune response, the T cell receptor

(TCR) of CD8+ T cells interacts with antigens presented by
heterodimeric MHC class I (MHC-I) molecules (13). MHC-I is
expressed by motoneurons both under physiological conditions
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and during the asymptomatic disease stage, whereas the percentage
of surviving motoneurons expressing MHC-I was found to be re-
duced in postmortem spinal cord samples of ALS patients as well as
in the spinal cord of end-stage mutant SOD1 mice (14). The light
chain of MHC-I β-2 microglobulin (β2m) is predominantly ex-
pressed by motoneurons, and expression increases during the dis-
ease progression (15). However, the contribution of a CD8+

cytotoxic T cell response to ALS pathogenesis still remains elusive.
Here, we observed that activated CD8+ T cells infiltrate the central

nervous system (CNS) of symptomatic ALS mice. SOD1G93A mice
depleted in CD8+ T cells exhibited an increased number of surviving
motoneurons. We found that purified SOD1G93A-expressing CD8+

T cells selectively trigger the death of primary motoneurons in a
MHC-I-dependent manner through granzyme and Fas death
pathways. Atomic force microscopy- (AFM-) based single-cell
force spectroscopy (AFM-SCFS) showed increased contact force
between ALS cytotoxic CD8+ T cells and motoneurons which
implicate MHC-I recognition. Finally, spectratyping analysis of the
TCR repertoire showed a restricted usage of the TCR β-chain
variable region (TRBV) by CD8+ T cells infiltrating the CNS
confirming an antigen-specific CD8+ T cell response in ALS mice.

Results

Activated CD8+ T Cells Infiltrate the CNS of ALS Mice During the

Symptomatic Stage. We first sought to determine the differentiation
profile of CD8+ T cells infiltrating the CNS of SOD1G93A -expressing
mice. We used a sequential gating strategy to accurately define

CD8+ T cells among the CD45+Thy1.2+CD49b−CD3+ T lym-
phocyte lineages in the CNS of ALS mice by flow cytometry (SI
Appendix, Fig. S1A). We first confirmed a significant accumulation
of CD8+ T cells in the CNS of SOD1G93A mice at the symptomatic
stage (150 d). Such an increase was not observed in the blood of
age-matched SOD1 mutant mice (SI Appendix, Fig. S1 B and C).
In situ hybridization using a Cd8a probe revealed a widespread
distribution of CD8+ T cells in the gray matter of the SOD1G93A

spinal cord (SI Appendix, Fig. S2). We next determined the dif-
ferentiation profile of infiltrating SOD1G93A CD8+ T cells by using
CD44 and CD62L markers whose levels distinguish between naive
(CD44−CD62L+) and effector/effector memory (CD44+CD62L−)
T cells. The frequency of CD44+CD62L− antigen-experienced
T cells in the CNS of SOD1G93A mice increased with the disease
progression (Fig. 1A). The majority of CD8+ T cells infiltrating the
CNS being mainly effector/effector memory T cells (Fig. 1B).
Markers of CD8+ T cell activation including killer cell lectinlike
receptor subfamily G member 1 (KLRG1) and CD25 were found
to be expressed by CD8+ T cells that accumulate in the CNS of
ALS mice (Fig. 1 C and D).

Depletion of Cytotoxic CD8+ T Cells in SOD1 Mutant Mice Increases

the Survival of Spinal Motoneurons. We next asked whether CD8+

T cells contribute to ALS pathogenesis. We bred SOD1G93A with
Cd8a-deficient mice. Cd8a−/− mice are viable and fertile but fail
to generate functional cytotoxic CD8+ T cells (16). We first en-
sured by flow cytometry analysis that the CD8+ T cell population
was lost without the CD4+ T cell population being affected in the
SOD1G93A;Cd8a−/− double mutant mice (SI Appendix, Fig. S3 A
and B). We did not observe any effect at disease onset, motor
performance, and life expectancy (SI Appendix, Fig. S4 A–D).
However, we found that the loss of CD8+ T cell function sig-
nificantly increased the number of surviving motoneurons in
SOD1G93A mice (Fig. 2). To further confirm this observation, we
repeatedly administrated a monoclonal anti-CD8 antibody to
selectively deplete CD8+ T cells in mice (17). Treatment led to a
marked and long-lasting reduction of blood-circulating CD8+

T cells without altering CD4+ T cells, CD19+ B cells, or CD11b+

macrophage populations (SI Appendix, Fig. S5 A–D). However,
only 40% of CD8+ T cells were depleted in the CNS compared
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Fig. 1. Infiltration of activated CD8+ T cells in the CNS of SOD1G93A-

expressing mice. (A) Analysis of CD44 and CD62L expression on CD8+ T cells

isolated from the CNS of SOD1G93A mice at 90, 120, and 150 d of age (among

viable, single event cells, SI Appendix, Fig. S1A). (B) Flow cytometry analysis

indicating that the CD8+ T cells infiltrating the CNS are mainly CD44+CD62L−

compared with circulating CD8+ T cells (peripheral). (C and D) Percentage of

infiltrating CD8+ cells with expression of the KLRG1 (C) and CD25 (D) acti-

vation marker at indicated ages in the CNS and blood of SOD1G93A mice.

Histograms show mean values ± scanning electron microscopy (SEM), n = 3

for each time point, *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, analysis of variance

(ANOVA) with Tukey–Kramer’s post hoc test (A) or multiple t test (B–D).
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with 70% in the blood of SOD1G93A mice (SI Appendix, Fig. S5E).
Although CD8 depletion did not ameliorate motor decline or
extend the life span of SOD1G93A mice (SI Appendix, Fig. S6 A–C),
a significant increased survival of motoneurons was observed (SI
Appendix, Fig. S6D). Of note, the lower protective effect of CD8
depletion observed here might be explained by the partial de-
pletion of CD8+ T cell in the CNS and the preferential action of
the anti-CD8 antibody on the naive CD8+ T cell population (18).

SOD1G93A-Expressing CD8+ T Cells Selectively Kill Primary Motoneurons.

We cocultured mouse primary motoneurons and purified CD8+

T cells to investigate whether CD8+ T cells could directly mediate
cytotoxicity toward motoneurons (SI Appendix, Fig. S7A). The
presence of wild-type CD8+ T cells did not cause any loss of Hb9::
GFP motoneurons that express GFP under the control of the
motoneuron-selective Hb9 promoter to facilitate motoneuron
identification (Fig. 3A) (19). When CD8+ T cells were isolated
from the LNs of 150-d-old SOD1G93A mice, the percentage of
surviving motoneurons was not significantly altered after 24 h of
coculture but was significantly reduced by ∼40% after 48 h and
was unchanged after 72 or 96 h (Fig. 3A). CD8+ T cells isolated
from the LNs of SOD1 mutant mice have similar cytotoxicity to-
ward motoneurons to that of CD8+ T cells isolated from the CNS
(Fig. 3B). This neurotoxicity was only observed with CD8+ T cells
isolated from symptomatic mice (130 and 150 d of age) but not
from those isolated from asymptomatic 30-d-old SOD1G93A mice
(Fig. 3C). When motoneurons were cultured for 7 d prior addition
of SOD1G93A CD8+ T cells, we did not observe any effect on mo-
toneuron survival (Fig. 3D). We then asked whether the expression
of mutated SOD1 in motoneurons would render motoneurons more
susceptible to SOD1G93A CD8+ T lymphocyte cytotoxicity. The
survival of motoneurons expressing the SOD1G93A mutant was
identical to that of wild-type motoneurons in the presence of mutant
CD8+ T cells (Fig. 3E). The survival of SOD1G93A motoneurons
was not modified by the presence of wild-type CD8+ T cells (SI
Appendix, Fig. S7B). To determine whether mutant CD8+ T cell-
induced death was specific to motoneurons, the survival of hip-
pocampal, striatal, and cortical neurons was evaluated after 72 h
of coculture. The survival of other neuronal types was not affected
by the presence of lymphocytes isolated from wild-type mice or
mice expressing mutated SOD1 (SI Appendix, Fig. S7 C–E).

ALS CD8+ T Cells Recognize and Induce the Death of Motoneurons in a

MCH-I-Dependent Manner. We evaluated whether CD8+ T cells
expressing mutated SOD1 required cell-cell contact to trigger the
death of motoneurons. We used a coculture system with a transwell
insert and showed that SOD1 mutant cytotoxic CD8+ T lympho-
cytes require cell contact to trigger the death of motoneurons (Fig.
4A). To determine the requirement of antigen-MHCI-I recognition
by CD8+ T cells, we used a function-blocking anti-MHC-I H2-Db

antibody and observed that motoneurons were saved from CD8+

T cell cytotoxicity (Fig. 4B). To accurately quantify the strength of
CD8+ T lymphocyte-motoneuron interaction, we used AFM-SCFS
(SI Appendix, Fig. S8 A–D). Beginning with a dwelling time of 1 s,
the mean adhesion force between motoneurons and SOD1G93A

CD8+ T cells was higher than that obtained with wild-type lym-
phocytes (Fig. 4 C and D). By increasing the dwelling time to 5 s,
the magnitude of the binding strength of mutant CD8+ T cells with
motoneurons was increased, whereas the adhesion force between
wild-type CD8+ T cells and motoneurons remains stable, suggest-
ing nonspecific interaction (SI Appendix, Fig. S8 E and F). Blocking
TCR/MHC-I interaction, the anti-MHC-I antibody significantly
decreased adhesion force (Fig. 4E and SI Appendix, Fig. S8G).

ALS Mutant Cytotoxic T Cell-Mediated Death of Motoneurons Involves

Granzyme and Fas. CD8+ cytotoxic T cells eliminate target cells by
two major pathways: the perforin-mediated delivery of granzyme
serine proteases in the cytoplasm of target cells, resulting in effector

caspase activation, and the commitment of the Fas death pathway
(20). We first used the granzyme B inhibitor z-AAD-cmk at the
maximum concentration that motoneurons can tolerate and found
that it partly rescued motoneurons from cytotoxicity mediated by
SOD1G93A CD8+ T cells (Fig. 5A). When we then blocked Fas-FasL
interaction by Fas-Fc, the motoneurons were partly saved from
mutant CD8+ T cell-induced death (Fig. 5B). Granzyme B as
well as Fas converge both at the mitochondrial caspase-9 path-
way (21, 22). Consistently, treatment with the caspase-9 inhibitor
Ac-LEHD-cmk completely rescued the motoneurons from death in-
duced by SOD1G93A CD8+ T cells (Fig. 5C).

Fig. 3. Mutant SOD1-expressing CD8+ T cells selectively trigger the death of

motoneurons in vitro. (A) Motoneurons were isolated from Hb9::GFP (where

GFP represents green fluorescent protein) mice and cocultured for 24, 48, 72,

and 96 h with CD8+ T cells immunopurified from the lymph nodes (LNs) of wild-

type or SOD1G93A mice. Motoneuron survival was determined by direct count-

ing of GFP+ motoneurons and expressed relative to survival in the absence of

any T cells at 24 h. (B) CD8+ T cells were isolated either from the LNs or from the

CNS of SOD1 mutant mice and cocultured with wild-type motoneurons. (C) CD8+

T cells were isolated from the LNs of SOD1G93A mice at the indicated age and

cocultured with wild-type motoneurons. (D) CD8+ T cells were isolated from

SOD1G93Amice at 150 d of age and added to motoneurons at the time of seeding

(0) or 7 d later. (B–D) Survival was determined 72 h later and expressed relative

to the survival in the absence of T cells. (E) Motoneurons were isolated from

either wild-type or SOD1G93A mice and cocultured with SOD1 mutant CD8+

T cells. Motoneuron survival was determined after 72 h and expressed relative to

wild-type motoneurons cultured in the absence of T cells. The results shown are

the mean values ± standard deviation (SD) of, at least, three independent ex-

periments performed in triplicate. (B andD) Unpaired two-tailed t test, (A, C, and

E) ANOVA with Tukey–Kramer’s post hoc test. *P < 0.05; **P < 0.01; ***P <

0.001; n.s, nonsignificant.
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Activation of CD8+ T cells leads to interferon-γ (IFNγ) pro-
duction, which can contribute to cell killing through the up-
regulation of MHC-I in target cells (23). Intracellular staining
followed by flow cytometry showed that IFNγ is expressed at
higher levels in ALS mutant CD8+ T cells that are recruited to
the CNS compared with wild-type T cells in the blood and those
who patrol the CNS under physiological conditions (SI Appendix,
Fig. S9A) (24). Levels of IFNγ in the spinal cord of SOD1G93A

mice significantly increase with disease progression (19). We
asked whether increased levels of IFNγ might be associated with
increased MHC-I and β2m levels in the spinal cord. We observed
a significant increase in H2-Db and β2m transcript levels in the
spinal cord of SOD1G93A mice at 150 d of age compared with
age-matched wild-type and 90-d-old SOD1 mutant mice (SI
Appendix, Fig. S9 B and C). Motoneurons exposed to a sublethal
dose of recombinant IFNγ (19) significantly increased the

somatic expression of MHC-I (SI Appendix, Fig. S9 D and E) and
β2m that is required for transport and stabilization of MHC-I at the
cell surface (SI Appendix, Fig. S9 F and G). The addition of a
neutralizing anti-IFNγ antibody to the culture medium saved mo-
toneurons from death induced by SOD1G93A CD8+ T lymphocytes
(SI Appendix, Fig. S9H). Of note, wild-type motoneurons exposed to
IFNγ do not become susceptible to wild-type CD8+ T cells (SI
Appendix, Fig. S9I). We previously demonstrated that IFNγ triggers
the death of motoneurons through the activation of the lymphotoxin
β receptor (LT-βR) by tumor necrosis factor superfamily mem-
ber 14 (19). We observed that the decoy receptor LT-βR-Fc did
not rescue motoneurons from SOD1G93A CD8+ T cell-induced cy-
totoxicity (SI Appendix, Fig. S9J). These results show that acti-
vated IFNγ-producing SOD1G93A CD8+ T cells induce the death of
motoneurons through Fas and granzyme pathways, whereas IFNγ up-
regulates the expression of the MHC-I/β2m complex in motoneurons.

ALS CD8+ T Cells That Infiltrate the CNS Show a Restricted TCR

Repertoire. To confirm that autoreactive CD8+ T cells are se-
lectively recruited to the CNS of ALS mice, we analyzed the
TCR Vβ repertoire of infiltrated and peripheral CD8+ T cells by
spectratyping of the complementary determining region 3
(CDR3) of TRBV genes (25). We first determined the TRBV
CDR3 length distribution (CDR3-LD) of peripheral CD8+

T cells isolated from wild-type and SOD1G93A mice. The spec-
tratyping of 18 TRBV showed a normal distribution of CDR3
lengths in TRBV families between wild-type and ALS mice (SI
Appendix, Fig. S10 A and B). Interestingly, when we compared
the CDR3-LD from paired samples of peripheral and infiltrated
CD8+ T cells in SOD1 mutant mice, we observed a shift from
polyclonal to oligoclonal and monoclonal TRBV gene usage in
the CNS (Fig. 6A). To quantify the similarity of the TRBV
repertoire between peripheral and infiltrated CD8+ T cells, two
metrics were used, linear correlation and distance score (25).
We demonstrated that the TRBV repertoire of infiltrated CNS
CD8+ T cells differ from those of peripheral CD8+ T cells

A
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B

Fig. 4. Mutant cytotoxic CD8+ T cells mediate the death of motoneurons in a

cell contact-, MHCI-dependent manner. (A) Wild-type and SOD1G93A CD8+

T cells were seeded with motoneurons for direct coculture (cell contact) or seeded

into the upper transwell chamber (no cell contact). (B) Function-blocking anti-

MHC-I antibody (1 μg/mL) was added to motoneurons cocultured with mutant

SOD1 CD8+ T cells. Motoneuron survival was determined after 72 h of coculture

and expressed relative to the absence of T cells (none). (C and D) Adhesion force

histograms obtained by recording force curves of wild-type (C) or SOD1G93A (D)

CD8+ T cells with wild-type motoneurons with a dwelling time of 1 s. (C) The

results represent seven cell pairs from two different cell cultures. (D) The results

represent 14 cell pairs from four different cell cultures. (E) Mean adhesion force

between wild-type or SOD1G93A CD8+ T cells and wild-type motoneurons in the

presence of an anti-MHC-I antibody with a dwelling time of 1 s. The values are

Gaussian fit means ± SD, ANOVAwith repeated measures, Newman–Keuls’s post

hoc test. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, n.s, nonsignificant.
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(SI Appendix, Fig. S11 A and B). We then analyzed the CDR3
length of the 18 TRBV individually to determine the relative use
of each in the CNS of SOD1G93Amice and observed a specific selection
of mTRBV15 (Fig. 6B and SI Appendix, Fig. S12). Consistently, a
targeted analysis of mTRBV15 CDR3-LD showed that CNS-
infiltrating mTRBV15 CD8+ T cells are also selectively de-
tected in the LNs (SI Appendix, Fig. S13).

Discussion

CD8+ T cell-mediated cytotoxic immune response plays a de-
terminant role in the elimination of virally infected or tumor cells.
Here, we provide evidence that SOD1G93A CD8+ effector T cells
recognize the self-peptide-MHC-I complex on motoneurons, in-
dependent of the expression of human SOD1G93A by motoneurons
that could have generated antigenic peptides. This might imply that
motoneuron-derived antigens have to be internalized by pro-
fessional antigen-presenting cells (APC) in the secondary lymphoid
organs and presented in the context of MHC-I, a process termed
cross presentation. Consistently, we found a mTRBV15 restricted
clonal diversity within the LNs and CNS of SOD1G93A mice. It is
therefore possible that motoneuron-specific antigens released dur-
ing the degenerative process may be accessible in the periphery to
mount a motoneuron-targeted immune response. Peripheral cap-
ture of a self-antigen by cross-presenting APC and priming of naive
T cells in LNs will then also be determinant in defining the homing
phenotype of activated CD8+ T cells (26).
Our observations pose the puzzle of the contribution of the

MHC-I/β2m complex in ALS pathogenesis. Indeed, as previously
reported, the surviving motoneurons at the end stage of the
disease show reduced levels of MHC-I and viral-mediated
overexpression of MHC-I heavy chain variants in the spinal
cord extended the lifespan of SOD1G93A mice (14). The reduced
levels of MHC-I on the surviving motoneurons observed (14) do
not necessarily exclude MHC-I-dependent killing of some mo-
toneuron populations by infiltrating CD8+ T cells. Either the
proportion of motoneurons that are targeted by cytotoxic T cells
have already been eliminated, those remaining that might be
eliminated by a MHC-I-independent mechanism (14), or the low
MHC-I expression levels are yet effective to promote recognition
and cytotoxicity by CD8+ T cells. Two studies have explored the
contribution of β2m in ALS pathogenesis. The first observed that
the genetic deletion of β2m in SOD1G93A mice does not influence
the disease onset but significantly reduces the life span of mice

(15), whereas the second found that the deletion of β2m in
SOD1G93A mice accelerates the disease onset and prolongs the
survival of mice (27). Despite the contradictory character of these
two observations, it is important to stress that, with regard to our
concerns, cells from β2m

−/− are not completely devoid of MHC-I
cell surface expression and that cytotoxic CD8+ T lymphocytes can
still be generated and are able to trigger the death of β2m

−/− target
cells in a MHC-I-restricted manner (28, 29). We cannot exclude
that subnormal levels of MHC-I are present at the surface of
β2m

−/− motoneurons in the spinal cord, thus recognized and
eliminated by peptide-specific cytotoxic CD8+ T cells. Moreover,
the functions of β2m are not exclusively limited to classical MHC-I
molecules as illustrated by the phenotypic defects observed in
β2m-deficient mice with immunoglobulin (Ig) and albumin hy-
percatabolism reduced IFNγ production or iron overload (30).
The role of MHC-I in neuronal differentiation, synapse for-

mation and function, and plasticity has been documented (31).
MHC-I is also involved in the stabilization of inhibitory synapses
on motoneurons and regeneration following nerve lesion (32).
Forced expression of MHC-I negatively regulates glutamatergic
and γ-aminobutyric acidergic synaptic transmission. The effect of
MHC-I on synaptic density is independent of bound β2m (33).
MHC-I can also bind to the paired Ig-like receptor B and restrict
synaptic plasticity as well as functional recovery following ischemic
damage (34). In addition, β2m can associate with CD1 family
members, Qa, the MHC-related-1 protein MR1, the neonatale Fc
receptor FcRn, and human hemochromatosis protein (30), whose
functions in the CNS remain elusive. The study of these additional
immune-independent mechanisms might be considered to gain
further insight into ALS pathogenic mechanisms.
Our paper raises questions concerning the functional charac-

teristics of motoneurons whose death is induced by CD8+ T cells
in vivo. Indeed, we observed a significant increase in the number
of spinal motoneurons following the depletion of CD8+ T cells in
ALS mice without any change in motor decline or life expec-
tancy. These findings suggest that nonfunctional motoneurons
might be eliminated by an orchestrated cell death program
triggered by CD8+ T lymphocytes for proper removal. Alterna-
tively, aberrant motoneuron electrical activity or those committed
to die by the dying-back process induce changes in gene expression
that might generate new autoantigens and killing by cytotoxic
CD8+ T cells. The latter have yet to be identified. We observed
that IFNγ can elicit MHC-I expression on mouse primary moto-
neurons as previously observed with rat primary motoneurons
(35). IFNγ can be produced by activated CD8+ T cells as well as
ALS astrocytes (19) to elicit and/or maintain sufficient MHC-I
expression levels on motoneurons allowing them to be recog-
nized by self-reactive cytotoxic CD8+ T cells. It is noteworthy that
somatic expression of MHC-I occurred in the presence of IFNγ
only in electrically silent neurons (36). Interestingly, the cytotox-
icity of mutant CD8+ lymphocytes is observed on electrically im-
mature motoneurons but not on those that after 7 d in vitro
become electrically mature as we showed previously (37, 38).
Cytotoxic CD8+ T cells could thus contribute to the elimination of
nonfunctional motoneurons during the disease.
Together, these results suggest that an autoimmune T cell

response contributes to ALS pathogenesis. The presence of au-
toantibodies in the cerebrospinal fluid (CSF) or serum of patients,
the cytotoxicity of the CSF from ALS patients toward neurons
in vitro signs of systemic immune activation in the serum, and the
CSF of ALS patients and the infiltration of T cells have suggested
that autoimmunity might contribute to ALS etiology and patho-
genesis (3, 39). Early clinical interventions targeting autoimmunity
through the administration of cyclophosphamide (40, 41); plas-
mapheresis combined with immunosuppression (42); or treatment
with azathioprine and prednisone (43) led to disappointing results
in patients. Despite all that, the state of our current knowledge
about the complexity of the immune response with respect to the
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functional identity of lymphocyte subpopulations and the dy-
namics of this response during the course of the disease as well as
our present findings prompt us to critically reconsider these early
clinical data. The use of drugs with an unfocused spectrum of
action (cyclophosphamide and azathioprine inhibit DNA replica-
tion and cell proliferation, and prednisone is an antiinflammatory
and immunosuppressant synthetic glucocorticoid) does not afford
relevant insight into the selective contribution of autoimmunity in
ALS. Overall, this paper provides evidence of autoreactive CD8+

T cells that directly interact with and trigger the death of moto-
neurons. The inherent challenge is now to identify autoantigens
that are recognized by those cytotoxic T cells and to define per-
tinent combinatorial therapeutic approaches embracing the com-
plexity of the immune response in ALS.

Materials and Methods
Detailed information for animal experimentation, CD8+ T cell isolation,

fluorescence-activated cell sorting, in situ hybridization, primary neuron

cultures, neuron-CD8+ T cell cocultures, immunostaining, CD8+ T cell depletion,

atomic force microscopy-based single-cell force spectroscopy, the reverse

transcription quantitative polymerase chain reaction, TCR repertoire analysis,

and statistical analysis is provided in SI Appendix, Materials and Methods.

All animal experiments were approved by the national ethics committee

on animal experimentation, and were performed in compliance with the

European community and national directives for the care and use of laboratory

animals.
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Abstract 

Background: Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a fatal neurodegenerative disease, 

affecting the human motor system. Dismantlement of the neuromuscular junction is the first 

pathological hallmark of disease onset whose cellular source remains discussed. 

Method: An in vitro neuromuscular junction model was set-up to differentiate the contribution 

of motoneurons and muscles to neuromuscular function in G93A model of ALS, assessed with 

electrophysiology and videomicroscopy. 

Results: The in vitro co-cultured system allows the formation of functional NMJs and fosters 

the expression of the ALS-sensitive fast fatigable type IIb myosin heavy chain isoform. 

Expression of hSOD1G93A in myotubes leads to a decreased contraction frequency and does not 

prevent the formation of a functional NMJ. Expression of hSOD1G93A in motoneurons and 

myotubes inhibits the formation of a functional NMJ. 

Conclusions and general significance: The results strongly support that diseased motoneurons 

are a major factor involved in the process of NMJ dismantlement in G93A model of ALS. 

Keywords: contraction; electrical activity; mouse skeletal myotube; motoneuron; myosin heavy 

chain isoform; primary cell culture. 
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Introduction 

ALS is a fatal neurodegenerative disease of motoneurons characterized by early denervation at 

the neuromuscular junction and motoneuron death leading to progressive muscular paralysis. It 

is now well established that ALS is not a cell autonomous process but involves different cell 

types (Taylor, Brown, and Cleveland 2016). Skeletal muscle is the main target of motoneurons 

and a major player in motoneuron survival and synaptogenesis during development 

(Oppenheim 1989). Mice overexpressing mutated or wild-type human SOD1 at the skeletal 

muscle, develop progressive muscle atrophy with mitochondrial dysfunction (Dobrowolny et 

al. 2008; Wong and Martin 2010). Altered skeletal muscle metabolism induces intrinsic 

neuromuscular junction instability, a contributing factor to muscle weakness and motoneuron 

degeneration (Dupuis et al. 2009; Loeffler et al. 2016). These studies led to the proposal that 

skeletal muscle is a causal factor of ALS. Against this proposal, it was subsequently shown that 

improving muscle metabolism is not sufficient to extent survival of ALS mice supporting that 

skeletal muscle actually does not influence motoneuron survival in this neurodegenerative 

disease (Da Cruz et al. 2012). More recently, it emerged that muscular exosome secretion and 

prion-like propagation of misfolded SOD1 could contribute to muscle toxicity over motoneuron 

(Silverman et al. 2016). 

In addition to the role of muscle metabolism or toxicity in ALS progression, the contribution 

satellite cells to muscle dysfunction has also drawn attention. Indeed, muscle undergoes 

continuous fiber renewal all along the life and following injury. This process is ensured by the 

resident satellite cells. These myogenic precursors are responsible for muscle formation, are 

activated during regeneration following muscle injury and play a key role in the maintenance 

of muscle mass (Charge and Rudnicki 2004). Under degenerative conditions such as aging, 

defects in satellite cell regulation can impair muscle regeneration (Dumont, Wang, and Rudnicki 

2015). Abnormalities of satellite cells and repair have been observed in ALS patients (Pradat et 

al. 2011) and mouse models (Manzano et al. 2013), suggesting a loss in their ability to muscle 

renewal that could contribute to muscle atrophy in ALS.  

Less is known regarding the specific role of muscle and motoneuron to neuromuscular junction 

formation and dismantling in ALS. To address their specific role on neurotransmission under 

pathological conditions, we set-up an in vitro model of satellite cells differentiation following 

muscle extraction which allows exploring their potential to make a functional NMJ with 

motoneurons and analyzing the effects of cell type expression of hSOD1G93A. 
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Methods 

Animals 

B6.Cg-Tg(SOD1*G93A)1Gur/J (SOD1G93A) mice and Hb9::GFP mice were maintained on a 

C57BL/6 background and purchased from Jackson Labs. All animal experiments were 

approved by the national ethics committee on animal experimentation, and were done in 

compliance with the European community and national directives for the care and use of 

laboratory animals. 

Motoneuron cultures 

Motoneuron cultures were prepared from Hb9::GFP and negative littermate E12.5 mice 

embryos or SOD1G93A E12.5 embryos as described previously (Raoul et al. 2002). Ventral horn 

was dissociated mechanically after trypsin treatment. As a fraction of interneurons expresses 

Hb9, half of the culture was performed from negative GFP spinal cord without motoneuron 

enrichment to get a mixed culture composed of motoneurons, interneurons and glial cells. The 

other half was composed of Hb9::GFP spinal cord using a density gradient to enrich with GFP-

motoneurons. Motoneurons from the mixed SOD1G93A spinal cord culture could not be visually 

identified. 

Myoblast isolation and differentiation 

For primary culture of satellite cells, we used the offspring of female C57BL/6 and male 

SOD1G93A mice. Three wild-type and three SOD1G93A primary cultures were generated for this 

study. Satellite cells were obtained from hind limb muscles of 3-4 weeks old mice (pre-

symptomatic for SOD1G93A). After mincing muscles, an enzymatic digestion was performed in 

Ham’s F10 media (Gibco) supplemented with 2.5 mM CaCl2, 0.5 mg/ml dispase II (Sigma) and 

10 mg/ml collagenase B (Sigma). Following 15 minutes incubation twice at 37°C, a mechanical 

dissociation was performed. Muscle digest was passed through a 70 µm mesh filter, transferred 

to a 15 ml tube and spinned 5 min at 1000 rpm. The pellet was diluted in culture media (Ham’s 

F10, 20% fetal bovine serum, 2% penicillin/streptomycin, 2.5 ng/ml recombinant human 

fibroblast growth factor-basic, bFGF; Gibco) and placed in a 60 mm uncoated plastic plate for 

1hr to favor fibroblasts adherence. Afterwards, the content was removed and placed into a plate 

coated with collagen at 37°C, 7 % CO2. Satellite cells were allowed to multiply until they reach 

70-80 % confluence and then split with 0.25 % trypsin to enhance the colony. Experiments 
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were performed from fourth to fifth passage. For myoblasts differentiation and fusion, the 

serum was decreased to 2 %. 

Co-cultures 

For motoneurons-myotubes co-culture, myoblasts were seeded on glass coverslips (1.5 cm2) 

coated with poly-ornithine-laminin at a density 10,000 /cm2. After 2-3 days in multiplication 

medium, the medium was removed and motoneurons were added (1,700 / cm2) in Neurobasal 

(Life Technologies) medium containing neurotrophic factors (10 ng/ml BDNF, 100 pg/ml 

GDNF, and 10 ng/ml CNTF), completed with 2% horse serum, B27 supplement (Life 

Technologies), 50 µM L-glutamine, 25 µM L-glutamate, and 25 µM mercaptoethanol. The low 

serum concentration of motoneuron culture medium allows the differentiation of myoblasts into 

myotubes. The co-culture was maintained at 37°C, in humidified incubator 93% O2-7% CO2 

for 7-8 days before experiments. 

Electrophysiology 

Spontaneous electrical activity of motoneurons and myotubes was recorded with the loose-

patch technique at room temperature using an Axopatch 200B amplifier (Molecular Devices). 

The bathing solution contained 140 mM NaCl, 5 mM KCl, 2 mM CaCl2, 1.5 mM MgCl2, 10 

mM glucose and 10 mM HEPES, adjusted to pH 7.35. For excitatory post-synaptic potentials 

visualization, the motoneuron spontaneous electrical activity was recorded under whole-cell 

patch clamp with the patch pipette containing 10 mM KCl, 135 mM K-methane-sulfonate, 1.5 

mM Mg-ATP, 0.5 mM Na-GTP, 0.1 mM EGTA and 10 mM HEPES, adjusted to pH 7.35. For 

loose-patch technique, the electrode was filled with the extracellular solution and the contact 

with cell membrane was in the range 30-80 MΩ.  

6-cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-dione (CNQX), d-tubocurarine (d-TC), tetrodotoxin (TTX) 

were from Sigma. 

Videomicroscopy 

For live imaging, myotube contractions were recorded with an Orca-flash 4.0LT CCD 

(Hamamatsu) coupled with HCImage DIA software and connected to the inverted microscope 

used for electrophysiology. Acquisition period was 30 sec. Phase contrast images of live 

cultures were acquired with the CCD camera. 
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Immunocytochemistry 

Primary cultures at 7-8 DIV were fixed for 15 min in 4% paraformaldehyde in PBS, and 

incubated for 20 min in 15% donkey serum in PBS. They were then incubated 2h at room 

temperature with the primary antibodies. After a wash in PBS, cultures were incubated for 1h 

at room temperature with secondary antibodies. After three washes in PBS, 10 minutes each, 

and they were mounted in Mowiol. Images were collected using Zeiss 40X EC Plan Neofluar 

1.3NA oil objective. α-bungarotoxin Alexa Fluor 555 conjugate (1:1000, Life Technologies) 

was added at the last wash before mounting. 

Primary antibodies were chicken anti-GFP to enhance staining of Hb9:GFP neurons (1:3000, 

Abcam); mouse anti-myosin heavy chain, MHC (1:100, DSBH, A4.1025); goat anti-vesicular 

acetylcholine transporter, VAChT, (1:400, Millipore); guinea-pig anti-vesicular glutamate 

transporter 2, VGlut2, (1:1000, Synaptic Systems). The secondary antibodies (Life 

Technologies) were used at 1:1000. 

Images were collected using Zeiss 40X EC Plan Neofluar 1.3NA oil objective. For 

neuromuscular junction reconstruction, images were taken with Zeiss confocal microscope and 

Zen software (Zeiss). 3D-reconstruction was done with Volocity software. 

RNA extraction and RT-qPCR 

Myoblasts were seeded at 10,000 /cm2 in 60 mm dishes (280,000/dish). Total mRNA was 

extracted 2-3 days after seeding in multiplication medium and at 7 DIV after changing to a 

differentiation medium with the RNeasy Mini Kit (Qiagen). Following 2 min incubation in lysis 

buffer, lysates were mixed with an equal volume of 70% ethanol, and total mRNA was separated 

from other cellular components on RNeasy minispin columns. The eluted mRNA was quantified 

by spectrophotometry (Nanodrop 2000, Thermo Scientific). Following gDNA wipe out, reverse 

transcription (RT) was performed with 1 µg of mRNA with the Quantitect RT kit (Qiagen). The 

collected cDNA was diluted to 100 ng with water and stored at -20°C until further use. Primers 

were designed with Primers 3.0 software. Quantitative PCR was performed on 5 or 10 ng cDNA 

with SYBR Green (Qiagen) for detection and the LightCycler system (Roche Diagnostics). 

After initial activation for 15 min at 95°C, 45 cycles of 94°C for 15 s, 60°C for 20 s and 72°C 

for 35 s were carried out. After PCR amplification, a melting curve analysis was carried out to 

check that the PCR was specific. Polymerase (RNA) II polypeptide J (Polr2J) levels were used 

to normalize the amounts of cDNA. ΔCt was calculated as the differences between the Ct values, 

determined with the equation 2–ΔCt. Primers sequences are given in Table 1.  
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Statistics 

Data are presented as means ± standard error of the mean (SEM). Statistical significance was 

set at p ≤ 0.05. Unpaired, paired t-test and X2 square were used when appropriated. 

 

Results 

Spontaneous activity of spinal motoneuron in primary culture  

We previously shown that, from 7 DIV, cultured primary motoneurons display adult-like 

intrinsic electrical activity (Bowerman et al. 2017) and Fig. 1E. Using the loose patch-clamp 

technique, a spontaneous electrical activity was recorded in motoneurons identified with the 

Hb9:GFP reporter (Fig. 1A, B). The probability to record a spontaneous activity at 7-8 DIV 

was strongly increased using a mixed ventral horn culture composed of motoneurons, 

interneurons and glial cells. This observation is in agreement with the presence of glial cells 

contributing to synaptic maturation of motoneurons in vitro (Ullian et al. 2004). Therefore, we 

used a mixed ventral horn culture in all the experiments. The basal spontaneous frequency was 

0.53 ± 0.12 Hz, n = 22. This activity was inhibited after application of 6-cyano-7-

nitroquinoxaline-2,3-dione, CNQX, to block AMPA/kainate receptors, not modified by d-

tubocurarine, d-TC, to block nicotinic receptors, supporting a glutamatergic network-driven 

activity (Fig. 1B-D). Using whole-cell patch clamp, the presence of spontaneous excitatory 

post-synaptic potentials, EPSPs, responsible for membrane depolarization and action potential 

initiation were detectable, supporting further the predominance of an excitatory network-

activity (Fig. 1E, F). Analysis of EPSPs shows a mean frequency and amplitude amounting 0.38 

± 0.03 Hz and 2.48 ± 0.08 mV, n = 186 analyzed events, respectively, from 3 cultures (Fig. 1G, 

H). Consistent with the cholinergic phenotype of motoneurons, VAChT was exclusively 

expressed in Hb9:GFP motoneurons, while VGlut2 staining was detected in interneurons and 

motoneurons (Fig. 1 I). VGlut2 expression in motoneurons is in agreement with studies 

showing that motoneurons can release both ACh and glutamate (Nishimaru et al. 2005; Lamotte 

d'Incamps et al. 2017; Svensson, Williams, and Schioth 2018).  

Spontaneous activity of myotubes 

After 7-8 DIV in differentiation medium, most myoblasts fused and form poly-nucleated 

myotubes expressing myosin heavy chain, MHC, a skeletal muscle marker (Fig. 2A). At 7 DIV, 

a small number of myotubes displays spontaneous contractions as assessed during roughly 30 
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minutes observation per well (usually 1 to 3 contracting myotubes per well). These spontaneous 

contractions are reported in murine myotubes and attributed to maturation of their electrical 

activity (Lorenzon et al. 2002; Das et al. 2009). Using videomicroscopy for contraction 

recordings (Fig. 2B and video), we show that the contraction frequency was 1.7 ± 0.2 Hz, n 

=10. Spontaneous contractions were not inhibited by CNQX (Fig. 2C, D). Application of d-TC 

induced a significant increase in contraction frequency associated with a decrease in amplitude, 

leading in most cases to a contracture (Fig. 2 C, D and video1). This unexpected effect is in 

agreement with studies reporting that d-TC can have fibrillary effect on denervated muscle and 

depolarizes embryonic muscle fibers (Ziskind and Dennis 1978; Smith et al. 2013). In all cases, 

application of TTX totally inhibited spontaneous contractions, confirming the role of electrical 

activity in myotubes contractions (Fig. 2 C, D and video). 

Myotubes increase neuronal network activity 

We next analyzed the effects of motoneurons on myotubes contractions. Addition of wild-type, 

WT, motoneuron culture increases the number of myotubes having contractions (3 to 10 

contracting myotubes per well). Coupling videomicroscopy recordings of myotubes 

contractions with extracellular recordings of their electrical activity confirms that each 

contraction is associated with an electrical spike (Fig. 3A-C). To allow for longer time of 

recordings, we next analyzed the electrical activity frequency of contracting myotubes and 

found that in the presence of motoneurons, the basal frequency of WT myotubes contractions 

was 1.7 ± 0.2 Hz, n = 27, a value similar to the spontaneous contraction frequency (see Fig. 

2D). We next analyzed whether the presence of myotubes could influence motoneuron 

electrical activity which in turn would modify their electrically-driven contractions. Addition 

of WT myotubes induces a three-fold increase in motoneuron spontaneous firing frequency 

(from 0.5 ± 0.1 Hz, n = 22 to 1.5 ± 0.3 Hz, n = 29, p < 0.05, t-test) (Fig. 3D). 

SOD1G93A myotubes do not modify motoneuron firing frequency 

To assess the effects of hSOD1G93A mutation on myotube contraction frequency, SOD1G93A 

myotubes were first analyzed in the presence of WT motoneurons. Mutant myotubes display a 

significantly lower contraction frequency than wild-type (0.9 ± 0.1 Hz, n = 34, p < 0.01, t-test 

(Fig. 4A). To decipher the cellular mechanisms leading to reduced contraction frequency of 

SOD1G93A myotubes, we first verified whether the mutation disrupted the functional link 

between the contractions and electrical frequency. As in WT myotubes, each contraction of 

SOD1G93A myotube was associated with an electrical spike (Fig. 4B). In the presence of 
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SOD1G93A myotubes, the spontaneous firing frequency of motoneurons was 1.3 ± 0.3 Hz, n = 

22, not significantly different from those cultured in the presence of WT myotubes (Fig. 4C). 

Thus, SOD1G93A myotubes display lower contraction frequency than WT, unrelated to change 

in motoneuron electrical network. 

 

Myoblast differentiation promotes the expression of the ALS sensitive fast fatigable 

myosin heavy chain isoform 

Contraction is dependent on myotube maturation state and MHC isoforms expression. 

Therefore, we first investigated the process of WT and hSOD1G93A myoblasts differentiation in 

vitro using the expression of the transcription factor, paired box 7, Pax7, a marker of myoblasts 

proliferation (Dumont, Wang, and Rudnicki 2015) and creatine kinase muscle isoform, Ckm, a 

myogenic differentiation marker. Quantitative gene expression analyses on myoblasts culture 

(Fig. 5A) and 7 days after the induction of differentiation (Fig. 5B) show a similar pattern of 

expression between wild-type and SOD1G93A with a decrease in Pax7 expression and an 

increase in Ckm with differentiation (Fig. 5C, D), consistent with similar maturation process 

between genotypes. 

We next analyzed the expression of MHC isoforms transcripts during differentiation, as 

they are major markers of skeletal fibers types (Schiaffino and Reggiani 2011). During the 

process of differentiation, the embryonic isoform, Mhy3, expression remains unchanged and 

there was a significant increase in the neonatal isoform, Mhy8 (Fig. 5E, F). Analysis of the three 

adult MHC isoforms, Myh2, 4 and 7, evidenced a significant increase in the transcript 

expression of the fast fatigable type IIb isoform, Myh4, during differentiation both in WT and 

SOD1G93A myotubes (Fig. 5H). The fast fatigue resistant type IIa isoform, Myh2, expression 

was not modified during differentiation (Fig. 5G), while there was a significant decrease in the 

slow type I isoform, Myh7, expression during differentiation of SOD1G93A myotubes (Fig. 5I). 

The fast type IIx Myh1 was not expressed. Altogether, these data demonstrate that in vitro 

myoblast differentiation mainly drives the expression of the neonatal and fast fatigable IIb fiber 

types both in WT and mutated myotubes.  

 

hSOD1G93A expression in motoneurons impairs formation of functional NMJ 
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Having characterized the functional properties of motoneurons and myotubes, we investigated 

the formation of a neuromuscular junction, NMJ. Using immunofluorescence to reveal the 

presence of NMJ, alpha-bungarotoxine was used to stain nicotinic receptors. The staining was 

evident as spots on most myotubes, while apposition with neurite endings was observed only 

in few myotubes (Fig. 6A, B and sup video 3D). To evidence whether these NMJ were 

functional, we analyzed the effects of CNQX on the contracting myotubes as this 

pharmacological agent selectively inhibit the ionotropic glutamatergic drive of motoneuron 

activity and does not modify spontaneous contractions. CNQX inhibited contractions in 89 % 

of wild-type myotubes (n = 9), supporting that acetylcholine release is driven by glutamate 

depolarization of motoneurons (Fig. 6C, F). In SOD1G93A myotubes, CNQX inhibited 

contractions in 78 % of myotubes (n = 18), not significantly different from WT (Fig. 6D, F). 

Lastly, to reproduce the in vivo configuration and to verify whether SOD1 mutation in 

motoneurons could influence the formation of NMJ, SOD1G93A motoneurons were co-cultured 

with SOD1G93A myotubes. Under this condition, CNQX inhibited contractions in only 22 % of 

mutated myotubes (n = 9, ** p < 0.01, x2 test) (Fig. 6E, F). 

 

Discussion 

The co-culture model we used recapitulates both neuromuscular developmental and 

regenerative synaptogenesis and allows discriminating the effects of ubiquitous mutations on 

both compartment. In agreement with previous studies, we show that glial cells contribute to 

the maturation of synaptic activity (Ullian et al. 2004). In addition to the well-known trophic 

effects of muscle-derived factors on motoneuron survival, (Oppenheim 1989; Arce et al. 1998), 

we show that, in the presence of neurotrophic factors and glia, the addition of myotubes 

increases the spontaneous firing frequency of motoneurons suggesting that myotubes do also 

contribute to the maturation of the glutamate-driven network. Myotubes expressing hSOD1G93A 

do not modify the spontaneous firing of motoneurons supporting similar secretion of factors 

participating to network maturation. However, mutated myotubes present lower contraction 

frequency than WT supporting intrinsic modifications induced by SOD1G93A expression. We 

show that, in vitro, myotubes mainly express Myh4 and Myh8 isoforms of MHC. The major 

expression of the fast fatigable type IIb Mhy4 could be a factor influencing contraction 

frequency in mutated myotubes. This fiber type exclusively uses glycolytic pathway for energy 

production and modification of the metabolic state with overexpressed SOD1G93A influences 

their contractile properties towards slower relaxation (Derave, Eijnde, and Hespel 2003). 
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Moreover, the hardest structure of mutated myotubes, detected with atomic force microscopy, 

could also be a factor influencing the contractile dynamics (Varga et al. 2018).  

In agreement with the formation of functional neuromuscular junctions, we show that the 

addition of motoneurons increases the number of contracting myotubes and 89% of them were 

sensitive to CNQX inhibition. When SOD1G93A is overexpressed in myotubes, there was a trend 

towards a decrease in the occurrence of a CNQX-sensitive contraction to 78% of myotubes 

which was however not significant and support that the process of synapse reconstruction is not 

merely affected by the muscle mutation. This result was unexpected as type IIb muscle fibers 

are the first to be denervated in G93A mice (Pun et al. 2006) and increasing the expression of 

Mhy4 in muscles of G93A mice correlates with a reduced proportion of innervated muscles 

endplates (Park, Franciosi, and Leavitt 2013).  

In contrast, mutation in motoneurons greatly decreases the probability to make a functional 

synapse with mutated myotubes to 22% of CNQX-sensitive contractions. The formation of a 

NMJ depends on factors synthetized and secreted by motoneurons such agrin which stimulates 

the formation and maintenance of a NMJ (Sanes and Lichtman 2001). More recently, Wnt3 

protein expressed by motoneurons was also shown to contribute to the formation of 

acetylcholine receptors (Henriquez et al. 2008; Shen et al. 2018) and has a decreased expression 

in ALS limb muscles (McLoon et al. 2014). The overall process of motoneuronal secretion 

associated with a slowing of vesicular transport could also contribute to the delay in myotube 

innervation (Williamson and Cleveland 1999).  

In conclusion, this in vitro study gives relevant information on the development of 

neuromuscular defects during ALS progression. The results strongly support that diseased 

motoneurons are a major factor involved in the process of NMJ dismantlement in the G93A 

ALS model and provide a model to specifically target the fast fatigable type IIb fibers in 

therapeutic assays. 
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Figure legend 

 

Figure 1 

(A) Phase contrast image of a primary culture at 7 DIV from a 12.5 embryonic Hb9:GFP ventral 

horn (left) and visualization of a Hb9:GFP motoneuron (right). 

(B) Extracellular recordings of spontaneous electrical activity of a motoneuron with the loose 

patch technique. (C) Inhibition of ionotropic glutamate receptors AMPA/Kainate with 50 µM 

CNQX abolished spontaneous activity. (D) Inhibition of nicotinic receptors with 50 µM d-

tubocurarine (d-TC) has no effects on motoneuron activity. 

(E) Typical recordings of large amplitude spontaneous action potentials (*) and (F) small 

amplitude spontaneous excitatory post-synaptic potentials (epsp *), under whole-cell patch 

clamp of a Hb9::GFP motoneuron. (G) Analysis of epsp frequency and (H) amplitude. 

(I) Motoneurons at 7 DIV (Hb9:green) co-express vesicular acetylcholine transporter, VAChT 

(purple) and the vesicular glutamate transporter, VGluT2 (red). Interneurons express VGluT2. 

(stars) motoneurons; (arrows) interneurons. 

 

Figure 2 

(A) Immunostaining of myotubes at 7 DIV in differentiation medium. Polynucleated structures 

(DAPI) confirm the process of myoblasts fusion. The expression of myosin heavy chain (MHC) 

is a marker of skeletal muscle. 

(B) Phase contrast image of myotubes used for videomicroscopy. The selection field shown in 

red is manually defined. 

(C) Illustration of contractions recordings of a myotube under control and following CNQX, d-

TC and TTX application. Note that the apparent noise increase of baseline under d-TC is 

actually due to myotube fibrillation (see corresponding video). Part of a contracting myotube is 

selected for live imaging acquisition for 30 sec (selection box). Changes in contrast due to 

myotube movement allows visualizing a contraction. (D) Analysis of myotube contraction 

frequency. Application of 50 µM CNQX does not modify spontaneous frequency. Inhibition of 

nicotinic receptors with 50 µM d-TC increases contraction frequency and using 1 µM TTX to 

inhibit electrical activity stops the contractions. (**** p < 0.0001, * p < 0.05, t-test). 
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Figure 3 

(A) Superposed phase contrast image with fluorescent image of a motoneuron-myotube co-

culture. White arrow shows the patch electrode in contact with a myotube (green: Hb9:GFP 

motoneuron). 

(B) Illustration of combined recordings of myotube contraction with videomicroscopy (upper 

trace) and electrical activity with the loose patch-technique (lower trace). 

(C) Synchronization between each contraction and electrical spike. 

(D) Analysis of spontaneous frequency recorded with loose-patch technique shows that addition 

of myotubes increases the spontaneous activity of motoneurons (* p < 0.05, t-test). 

 

Figure 4 

(A) Overexpression of hSOD1G93A in myotubes significantly decreases the contraction 

frequency measured using electrical spikes (** p < 0.01, t-test).  

(B) Mutated myotubes retain the synchronization between contraction and electrical spike. 

(C) Mutated myotubes do not modify the frequency of Hb9:GFP motoneurons spontaneous 

activity. 

 

Figure 5 

(A) Phase contrast image of myoblast; (B) phase contrast image of myotubes after 7 days in 

differentiation medium. 

(C) Quantitative RT-PCR of Pax7 shows a decreases expression in WT and mutated myotubes 

compared with myoblasts. (D) Ckm expression significantly increases in both WT and mutated 

myotubes. 

(E-I) Quantitative RT-PCR of myosin heavy chain isoforms express in skeletal muscle. All 

isoforms are expressed, except Mhy1. (n = 4 primary cultures, N = 4 mice for each genotype, 

Mann-Whitney test, * p < 0.05, ** p < 0.01) 

 

Figure 6 

(A) Immunostaining of motoneuron endings with vesicular acetycholine transporter, VAChT, 

contacting acetylcholine receptors (alpha bungarotoxin, αBTX, red) expressed on a myotube. 

(B) 3D reconstruction of confocal image of a neuromuscular junction (motoneuron: Hb9:GFP 

green, AChR: αBTX red and myotube: MHC purple). (C) In the presence of WT motoneurons, 

CNQX inhibited most contractions of WT myotubes. (D) Expression of SOD1G93A in myotubes 

tends to reduce the number of myotubes responding to CNQX inhibition. (E) Expression of 
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SOD1G93A in myotubes and motoneurons drastically decreases the number of myotubes 

responding to CNQX inhibition. (F) The percentage of myotubes contractions inhibited by 

CNQX is 11 %, 22 % and 78 % in WT co-cultures (WT/WT), in mixed WT motoneurons, 

mutant myotubes (SOD/WT) and mutant motoneurons and myotubes (SOD/SOD), 

respectively. (** p < 0.01, X2 test). 

 

  
  



35 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Benlefki S et al. 

Figure 1 
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Figure 2 
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Figure 3 
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Figure 4 
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Figure 5 
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Résumé 
Les motoneurones spinaux occupent la place centrale du système moteur. Ils intègrent 
l’ensemble des informations provenant de système nerveux central et périphérique pour 

élaborer une commande motrice finale adaptée aux demandes de l’organisme et aux 

contraintes de l’environnement. En particulier, le seuil de recrutement et la fréquence de  
décharge des motoneurones sont des paramètres déterminants dans l’élaboration d’un signal 

approprié à l’intensité de l’effort requis. Il permet de définir l’ordre dans lequel les unités 

motrices sont recrutées au cours d’une activité physique : des unités motrices de type lent (S) 
pour le maintien de la posture, aux unités motrices de type rapide pour les efforts d’intensité 

modérée (FR) et de forte intensité (FF). Cette étude met en évidence l’existence d’un nouvel 

acteur mis en jeu dans la régulation de l’excitabilité motoneuronale. Il s’agit du canal chlorure 

activé par le calcium TMEM16F exprimé spécifiquement dans les motoneurones α au niveau 

des synapses cholinergiques appelées « bouton C ». A l’instar du rôle des boutons C, 

TMEM16F est nécessaire pour l’exécution d’un effort de forte intensité. En effet, en 

adéquation avec les enregistrements électrophysiologiques montrant une élévation du seuil 
de recrutement des motoneurones rapides TMEM16F-/-, la perte de TMEM16F induit des 
défauts moteurs à l’effort.  
La sclérose latérale amyotrophique (SLA), est une maladie neurodégénérative conduisant à 
la mort sélective des motoneurones. Parmi les processus pathologiques décrits, nous savons 
que l’excitabilité motoneuronale et l’homéostasie calcique constituent des éléments majeurs 
de la progression de la SLA. Ce sont des facteurs de vulnérabilité qui participent à la 
dégénérescence séquentielle des motoneurones FF et suivie des motoneurones FR. Étant 
donné la sensibilité de TMEM16F au calcium et son implication dans la régulation de 
l’excitabilité motoneuronale, nous avons inhibé l’expression de ce canal dans un modèle 

murin de SLA SOD1G93A et réalisé une étude longitudinale. Celle-ci met en évidence un effet 
protecteur de la délétion de TMEM16F qui est dépendant du genre.  
 
Abstract 
Spinal motoneurons have a prominent place in motor system. Motoneurons integrate all inputs 
from the central and peripheral nervous systems to construct a motor output adapted to the 
organism's demands and environmental constraints. In particular, recruitment threshold and 
firing frequency are key motoneuronal parameters in developing an appropriate signal 
regarding task-dependent demands. During muscle activity, motor units are orderly recruited 
beginning with slow-type (S) motor units for posture maintenance, followed by fast-type 
motor units for moderate intensity tasks (FR) and high intensity tasks (FF). Our study 
highlights a new factor involved in the regulation of motoneuron excitability. This refers to a 
calcium-activated chloride channel called TMEM16F, specifically expressed in α 
motoneurons at cholinergic C-bouton synapse. Likewise C-boutons, TMEM16F is required 
for the procution of high intensity effort. Indeed, in accordance with electrophysiological 
recordings showing an increase in recruitment threshold of fast TMEM16F-/- motoneurons, 
TMEM16F loss of function induces motor defects during an effort.  
Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a neurodegenerative disease leading to the selective 
death of motoneurons. Among the pathological processes already described, we know that 
motoneuronal excitability and calcium homeostasis are major features in ALS progression. 
Those are vulnerability factors which contribute to sequential degeneration starting with FF 
motoneurons and followed by FR motoneurons. Given the TMEM16F sensitivity to calcium 
and its involvement in regulating motoneuron excitability, we inhibited its expression in a 
SOD1G93A mouse model of ALS and conducted a longitudinal study. It highlights a gender-
dependent protective effect of TMEM16F loss.  
 


