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ABREVIATIONS

AgCC : agénésie du corps calleux
AMS : aire motrice supplémentaire
BDA : biotinulated dextran amine
CA : commissure antérieure

CC : corps calleux

CH : commissure hippocampique
DCC : deleted in colorectal cancer
EX : jour de développement embryonnaire X
FCS : faisceau corticospinal

EEG : électro-encéphalogramme
FGF : fibroblast growth factor

GW : glial wedge

HS : héparane sulfate

IHH : inhibition inter-hémisphérique

IHH/IHH; : IHH dirigée vers le cortex moteur contralatéral/ipsilatéral

IRM : imagerie par résonnance magnétique
M1 : cortex moteur primaire

M1./M1; : M1 contralatéral/M1 ipsilatéral
MM : mouvements en miroir

MMC : mouvements en miroir congénitaux
MZG : midline zipper glia

Ol : olive inférieure

PEM : potentiel évoqué moteur

PM : cortex prémoteur

PMd : cortex prémoteur dorsal

PX: jour post-natal X

S1/S2 : cortex somatosensoriel primaire/secondaire
SC : stimulation conditionnante

SCS : subcallosal sling

SHH : sonic hedgehog

SMT : stimulation magnétique transcranienne

ST : stimulation test
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Z\//ZSV : zone ventriculaire/zone sub-ventriculaire

Notes sur la nomenclature des génes et des protéines

Tout au long de ce manuscrit, nous utiliserons la convention suivante :

DCC (en majuscule et en italique) désigne le gene humain
Dcc (en minuscules et en italiques) désigne le gene murin

DCC (en majuscule) désigne la protéine
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16 | INTRODUCTION

I. Les mouvements en miroir congénitaux : un paradigme pour
I’étude des bases neurophysiologiques de la latéralisation

motrice

A. Préambule : comprendre le normal par le pathologique

Comme I’indique le titre de cette these, le travail que j’ai effectué avait pour but
d’étudier une situation pathologique, celle de mouvements anormaux appelés « mouvements
en miroir », afin d’approfondir nos connaissances sur cette maladie, mais aussi sur le
fonctionnement du systeme moteur dans le cas dit « normal ». Cette démarche s’inscrit dans
une tradition datant du XIX® siécle pouvant étre simplement résumée : comprendre le normal
par le pathologique. Bien que cette approche soit aujourd’hui extrémement naturelle et qu’il
nous semblerait absurde de remettre en cause son bien-fondé scientifique, j’aimerais revenir
brievement sur son histoire afin de mettre en avant les présupposes qu’elle implique.

Dans Le normal et le pathologique (1966), Georges Canguilhem rappelle que cette
approche scientifique qui a jeté les bases de la physiologie moderne est principalement due a
deux scientifiques francais : Auguste Comte et Claude Bernard. Auguste Comte reprend a son
compte et généralise un principe énoncé par Broussais, selon lequel il n’existe pas de
différence de nature, mais seulement une différence de degré, entre le fonctionnement normal
d’un organisme et son état pathologique. Autrement dit, les mécanismes mis en jeux dans des
tissus sains et malades sont fondamentalement les mémes : ils ne différent que d’un point de
vue quantitatif, du fait d’un trop plein ou d’un trop peu d’excitation, mais pas d’un point de
vue qualitatif. Comte affirme dans la 40° lecon du Cours de philosophie positive (1838) :
«[...] I’état pathologique ne différe point radicalement de I’état physiologique, a I’égard
duquel il ne saurait constituer, sous un aspect quelconque, qu’un simple prolongement plus ou

moins étendu des limites de variation soit supérieures soit inférieures, propres a chaque
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phénomeéne de I’organisme normal, sans pouvoir jamais produire de phénoménes vraiment
nouveaux, qui n’auraient point, a un certain degré, leurs analogues purement
physiologiques ». Claude Bernard adhere a cette idée que la pathologie ne consiste qu’en une
dérégulation des phénomeénes normaux, physiologiques. Nous citons ici un extrait des Lecons
sur le diabeéte et la glycogenése animale (1877) : « Physiologie et pathologie se confondent et
sont au fond une seule et méme chose. [...] Toute maladie a une fonction normale
correspondante dont elle n’est qu’une expression troublée, exagérée, amoindrie ou annulée. Si
nous ne pouvons pas aujourd’hui expliquer tous les phénoménes des maladies, c’est que la
physiologie n’est pas encore assez avancée et qu’il y a encore une foule de fonctions normales
gui nous sont inconnues ».

C’est en vertu de cette homogénéité, de cette continuité entre le phénomene normal et
le phénoméne pathologique que nous pouvons prétendre expliquer le premier — en
I’occurrence la latéralisation motrice — par I’étude du second — les mouvements en miroir,
Cette approche est donc tres puissante, mais son présupposé n’est peut étre pas si évident : la
pathologie est-elle véritablement incapable de « produire des phénoménes vraiment

nouveaux » ?

B. Mouvements en miroir congénitaux
Dans cette partie, nous nous intéresserons a la description clinique des mouvements en
miroir congénitaux et a leurs causes génétiques. La physiopathologie de ces mouvements

anormaux sera abordée dans la section suivante.

1) Définition et description clinique
Les comportements moteurs d’un organisme sont la résultante d’un ensemble de

contractions musculaires finement coordonnées qui sont contr6lées par le systeme nerveux.

17



18 | INTRODUCTION

Les humains possédent un répertoire de mouvements extrémement diversifié, notamment en
ce qui concerne les mouvements manuels. Nous appellerons mouvement latéralisé (des mains)
tout mouvement impliquant une asymétrie de contraction musculaire entre les mains droite et
gauche. En ce sens, les mouvements latéralisés comprennent les mouvements strictement
unimanuels (impliquant le mouvement d’une seule des deux mains tandis que I’autre est au
repos) et les mouvements bimanuels asymétriques. La capacité de réaliser des mouvements
latéralisés est un aspect crucial de nos activités quotidiennes. Taper a I’ordinateur, jouer d’un
instrument de musique, ouvrir un bocal de confiture, faire de I’escalade, sont autant de gestes
qui nécessitent de produire des mouvements asymétriques avec nos deux mains.

Les mouvements en miroir (MM) sont des mouvements involontaires d’une main qui
miment et accompagnent les mouvements volontaires de la main opposée. Des MM sont
fréguemment observés chez les jeunes enfants de moins de sept ans, et sont considérés
comme des manifestations de I’immaturité du systeme nerveux central, en particulier du corps
calleux (Koerte et al., 2010; Beaule et al., 2012). Leur persistance au-dela de cet age définit
leur caractére pathologique (Bonnet et al., 2010). Les MM touchent majoritairement les
extrémites distales des membres supérieures (les mains et les doigts). Ils sont généralement
d’amplitude inférieure aux mouvements volontaires contralatéraux et sont d’intensité variable
d’un patient a I’autre. La sévérité des MM est évaluée avec I’échelle de Woods et Teuber
(Woods and Teuber, 1978) comme suit: 0 : pas de MM ; 1: MM a peine discernables mais
répétés ; 2 : MM discrets mais soutenus ; 3 : MM importants, soutenus et répétés ; 4 : MM
égaux a ceux qui sont observés sur la main en mouvement volontaire. Les individus atteints
ne peuvent donc pas réaliser de mouvements unimanuels ou de mouvements bimanuels
asymeétriques.

Le syndrome des Mouvements en Miroir Congénitaux (MMC) constitue une

pathologie développementale rare, souvent familiale a transmission autosomique dominante,
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INTRODUCTION | 19

mais il existe aussi des cas sporadiques (Meneret et al., 1993; Peng and Charron, 2013;
Meneret et al., 2014a). Dans ce syndrome, les MM ne sont pas associés a d’autres anomalies
neurologiques. Les MMC constituent donc une atteinte extrémement pure du systéme de la
latéralisation motrice. Dans cette pathologie, les MM apparaissent t6t dans la petite enfance,
puis restent stables au cours de la vie. C’est une pathologie trés rare, avec une prévalence
estimée a moins de 1/1 000 000 (Orphanet #238722), mais la maladie est probablement sous-

diagnostiquée.

2) Autres pathologies associées aux mouvements en miroir
Les MM d’origine développementale (par opposition aux formes acquises, qui seront
brievement évoquées a la fin de ce paragraphe) peuvent aussi étre associés a d’autres
symptomes dans le cadre de syndromes complexes.

Syndrome de Kallmann: le syndrome de Kallmann est caractérisé par I’association

d’hypogonadisme hypogonadotrope et d’anosmie. La présence de MM dans ce symptdme est
majoritairement associée aux mutations du géne KAL1, mutations responsables de la forme
liée a I’X de la pathologie (Quinton et al., 1996; Royal et al., 2002; Dode and Hardelin, 2010).

Syndrome de Klippel-Feil : ce syndrome est caractérisé par une fusion des vertébres

cervicales, et inclut un cou court, une mobilité cervicale réduite, une implantation basse des
cheveux. Des MM sont fréquemment observés chez ces patients (Bauman, 1932; Baird et al.,
1967; Royal et al., 2002).

Syndrome de Joubert: ce syndrome est une entité hétérogene, caractérisée par les

malformations du vermis cérébelleux et du tronc cérébral. Les manifestations phénotypiques
peuvent inclure faiblesses musculaires, respiration et mouvements oculomoteurs anormaux,

maladresse, retards cognitifs, comportement autistique et des dysfonctions variables de
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20 INTRODUCTION

différents organes (principalement les reins, la rétine, le foie et le squelette) (Romani et al.,
2013). Des MM sont parfois associés a ce tableau clinique (Ferland et al., 2004).

Syndrome de Mdbius : ce syndrome inclut une faiblesse faciale non évolutive associée a une

abduction limitée des yeux (Verzijl et al., 2003). Une étude récente a décrit le cas de trois
patients atteints du syndrome de Mdbius ayant des MM (Webb et al., 2014).

Syndrome de Gorlin: ce syndrome est caractérisé par une association de carcinomes, de

kystes de la méchoire et de malformations squelettiques (Gorlin and Goltz, 1960). Le cas d’un
patient présentant un syndrome de Gorlin et des MM a été récemment décrit (Sag et al.,
2016).

Syndrome de Seckel : ce syndrome associe une microcéphalie primaire a des retards de

croissance et une déficience intellectuelle. Un patient atteint de ce syndrome et présentant des
mouvements en miroir a été décrit (Thapa and Mukherjee, 2010).

Mouvements en miroir acquis : dans le cas des MM acquis, I’age de début des MM est bien

plus tardif. La présence de MM est souvent associee a d’autres pathologies du mouvement, et
ce symptome peut étre retrouvé dans la maladie de Parkinson, le syndrome corticobasal, le
tremblement essentiel, la dystonie miroir, le syndrome de Creutzfeldt-Jacob, la maladie de
Huntington (Cox et al., 2012). L’apparition de MM a aussi été décrite chez un patient a la

suite d’un infarctus touchant I’aire motrice supplémentaire (Chan and Ross, 1988).

3) Génétique des mouvements en miroir congénitaux
Les mouvements en miroir congénitaux sont souvent une pathologie héréditaire a
transmission autosomique dominante. Deux génes responsables des MMC ont été identifiés
sans ambiguité a ce jour: DCC et RAD51 (Figure 1) (Srour et al., 2010; Depienne et al.,
2011; Depienne et al., 2012; Peng and Charron, 2013; Meneret et al., 2014a). DNAL4 est

potentiellement impliqué, mais des mutations de ce gene n’ont été identifiées que dans ne
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Figure 1. Mutations et variants répertoriés dans les génes DCC et RAD51 chez des
patients atteints de MMC. (A) Mutations et variants répertoriés dans le géne DCC. (B)
Mutations et variants répertoriés dans le géne RAD51. Les formes familiales de MMC sont
associées a des mutations hétérozygotes tronquantes de RAD51 ou DCC (soulignées en
rouge). La premiere mutation décrite de DCC (A : 1140 + 1G >A) aboutit a une protéine
tronquée apreés I’exon 5, dont la plupart des domaines fonctionnels sont absents et qui ne peut
pas interagir avec son ligand NETRIN-1. Les autres mutations aboutissent probablement a
une diminution de la quantité de protéine fonctionnelle produite. Adapté de (Meneret et al,

2014).
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seule famille (Ahmed et al., 2014; Meneret et al., 2014b). RAD51 et DCC a eux seuls ne
rendent pas compte de I’ensemble des cas familiaux et MMC, ce qui signifie que d’autres
génes, pour le moment inconnus, sont associés a cette pathologie. Les mutations de RAD51 et
DCC identifiées dans les familles de patients MMC sont hétérozygotes et leur pénétrance est
de 50%. La premiere mutation décrite de DCC aboutit a la formation d’une protéine tronquée,
ne pouvant pas interagir avec son ligand NETRIN-1 (Srour et al., 2010). Il a été proposé que
les autres mutations tronquantes soient responsables d’une diminution de la quantité de
protéine fonctionnelle produite (ou haploinsuffisance) du fait de la dégradation de I’ARN
messager anormal (Depienne et al., 2011; Depienne et al., 2012; Meneret et al., 2014a).
Cependant cette hypothése n’a pas été testée directement, et la possibilité que certaines de ces
mutations soient responsables d’effets dominants négatifs ne peut pas étre exclue.

DCC assure différentes fonctions au cours du développement. 1l joue un réle important
dans la survie cellulaire et dans le contrdle de la prolifération en tant que récepteur a
dépendance : en I’absence de son ligand, NETRIN-1, il enclenche un programme de mort
cellulaire (Mehlen et al., 1998). En lien avec ce role de suppresseur de tumeurs, des mutations
de DCC ont été initialement associées a des cancers colorectaux (d’ou son nom, DCC
signifiant « Deleted in Colorectal Cancer ») (Fearon et al., 1990; Krimpenfort et al., 2012).
DCC est aussi impliqué dans le guidage des axones commissuraux (c’est-a-dire des axones
qui croisent la ligne médiane du corps) au cours du développement. Dans la moelle épiniére,
les axones exprimant le récepteur DCC a la membrane de leur céne de croissance sont attirés
par leur ligand NETRIN-1, molécule qui est sécrétée au niveau de la ligne médiane par les
cellules de la plaque du plancher (Kennedy et al., 1994; Keino-Masu et al., 1996). Cette
interaction permet aux axones commissuraux de franchir la ligne médiane, pour ensuite
poursuivre leur trajet et contacter leurs cibles dans I’hémi-moelle opposée. Par la suite, DCC

s’est révélé étre impliqué dans le développement de nombreuses commissures (Figure 2),
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Figure 2. Phénotype des mutants Dcc™ chez la souris. (A) Schéma représentant le systéme
nerveux central d’une souris a PO en vue sagittale et indiquant le niveau des différentes

+/+

coupes. (B, B’) Coupes coronales du corps calleux (CC) de souris Dcc™* et Dec”™ & PO avec
immuno-marquage anti-L1 (marquage du CC) et anti-GFAP (marquage des populations
gliales). CC: corps calleux; IG: indusium griseum; GW : glial wedge ; sep: septum;
MZG : midline zipper glia ; IC : kyste inter-hémisphérique ; LV : lateral ventricule. (Données
personnelles). (C, C’) Visualisation du fasciculus retroflexus par immuno-marquage anti-
ROBO3 combiné & une procédure de clarification 3DISCO chez des souris Dec™* et Dec” a
E16 (Extrait de Belle et al, 2014). (D, D’) Coupes coronales de souris Dcc** et Dec™” & PO
avec une hybridation in-situ dirigée contre NrCam et contre la peripherin. ION : neurones de
I’olive inférieure (Extrait de Marcos et al, 2009). (E, E’) Coupes coronales de moelles

+/+

épiniéres d’embryons de souris Dec** et Dcc”™ & E11.5 avec immuno-marquage anti-Tagl. ¢ :
axones commissuraux; mc : colonne motrice; v: ventricule; d: ganglion de la racine

dorsale ; drez : zone d’entrée du ganglion de la racine dorsale (Extrait de Fazeli et al, 1997).
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notamment les commissures du cerveau antérieur (commissure antérieure, commissure
hippocampique et corps calleux) (Fazeli et al., 1997; Fothergill et al., 2014), le fasciculus
retroflexus (qui relie I’habenula aux noyaux inter-pédonculaires du pont) (Belle et al., 2014),
les fibres grimpantes de I’olive inférieure (Marcos et al., 2009), les interneurones
commissuraux de la moelle épiniére (Rabe Bernhardt et al., 2012) et le faisceau corticospinal
(Finger et al., 2002).

RADS51 est une protéine connue essentiellement pour son réle dans la réparation de
I’ADN. Il s’agit de I’hnomologue du géne RecA, bien connu chez les bactéries. RAD51 assure
le maintien de la stabilité génomique au cours de la prolifération cellulaire. En effet, RAD51
intervient dans la réparation des cassures double brin de la molécule d’ADN par un processus
de recombinaison homologue (Figure 3) (Thacker, 2005; Jasin and Rothstein, 2013). Alors
que des mutations de nombreux partenaires de RAD51 impliqués la voie de réparation de
I’ADN sont associées a un risque accru de cancer, aucune mutation dans la séquence codante
de RAD51 n’a été associée de maniére causale au cancer (Lose et al., 2006; Moynahan and
Jasin, 2010). Les seules mutations familiales dans la séquence codante de RAD51 publiées a
ce jour sont celles associees au syndrome des mouvements en miroir congénitaux (Depienne
et al., 2012; Meneret et al., 2014a; Franz et al., 2015), ce qui peut sembler surprenant a
plusieurs égards. Premierement, RAD51 étant exprimée de facon ubiquitaire dans les cellules
progénitrices pendant les phases de proliférations au cours du développement, il est étonnant
qu’un déficit de la fonction de réparation d’ADN conduise a un phénotype aussi spécifique
que celui des MM. Deuxiéemement, RAD51 intervenant dans la réparation des cassures
d’ADN par recombinaison homologue, cela signifie qu’elle utilise la chromatide sceur du
chromosome 1ésé pour procéder a la réparation. Ce procédé n’est donc possible que dans les
cellules ayant des chromosomes & deux chromatides, autrement dit des cellules dont le cycle

cellulaire comprend une phase G2 (post réplication). Ce n’est pas le cas des neurones qui sont
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Figure 3. Mécanisme de réparation des cassures double brin de I'ADN par
recombinaison homologue. A la suite d’'une cassure double brin de ’ADN, RAD51
forme un filament au niveau d’un simple brin d’ADN de la chromatide 1ésée. A la suite de
cette étape, L’ADN double brin intact de la chromatide sceur est utilisé comme matrice,

permettant ainsi la réparation de la l1ésion. Adapté de (Thacker, 2005).
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des cellules quiescentes, et présentent donc des chromosomes a une chromatide. Pour ces
différentes raisons, il est probable que RAD51 joue un réle encore inconnu au cours du
développement du systéme nerveux central, et que ce soit la perturbation de cette fonction qui
soit responsable du syndrome des MMC.

L’anémie de Fanconi est une pathologie héréditaire caractérisée par une hyper-
sensibilité aux lésions de I’ADN, et associée & des symptobmes incluant de multiples
anomalies congénitales et hématologiques, ainsi qu’une augmentation de la prédisposition aux
cancers (Auerbach, 2009). Récemment, deux études ont décrit le cas de patients présentant
une anémie de Fanconi associée a une mutation faux-sens hétérozygote du gene RAD51. Ces
mutations de novo aboutissaient a la formation d’une forme dominante négative de la protéine
qui interfere avec ses fonctions normales (Ameziane et al., 2015; Wang et al., 2015). Dans un
des deux cas décrit, I’anémie de Fanconi est une forme atypique associée a des troubles
neurologiques (microcéphalie, hydrocéphalie, retard mental) (Ameziane et al., 2015).

Comment les mutations de RAD51 et DCC aboutissent-elles aux MMC ? Tandis que le
réle connu de DCC dans le développement du systeme moteur chez la souris fournit a
premiere vue une explication satisfaisante pour les MMC causés par des mutations de DCC,
le rdle de RADS51 dans le développement du systéme moteur est complétement inconnu. Dans
la partie suivante, la présentation de la physiopathologie des MMC permettra de mieux
comprendre les mécanismes nécessaires a la production de mouvements latéralisés. Les liens
entre les mutations des génes DCC et RAD51 et la physiopathologie des MMC ont fait I’objet

d’une partie de mon travail de these et seront abordés dans le chapitre des résultats.
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C. Revue de la littérature 1 : Applaudir d’une main, la latéralisation du

contrdle moteur

Comprendre le fonctionnement normal d’un organisme par I’étude d’une situation
pathologique est une approche scientifigue puissante. Dans cette perspective, la
compréhension des mécanismes neurophysiologiques sous-tendant la latéralisation motrice a
beaucoup a gagner de I’étude de situations pathologiques associées a une perte de la capacité
a realiser des mouvements latéralisés. Dans cette revue, nous nous sommes intéressés aux
corrélats neurophysiologiques de deux situations pathologiques qui sont, a notre
connaissance, les seules a étre associées a I’incapacité de produire des mouvements
latéralisés : les mouvements en miroir chez I’humain, et le « hopping gait » chez la souris.

Cette analyse souligne le réle crucial de commissures situées a différents niveaux du
systeme nerveux central dans la latéralisation motrice. Les commissures, en tant que
structures permettant la mise en relation des deux hémicorps, sont en effet les principaux
acteurs de la latéralisation du contrdle moteur. Nous identifions trois populations de neurones
commissuraux d’une importance primordiale pour la production de mouvements latéralisés :

- les neurones formant le corps calleux (CC), principale commissure assurant la
communication entre les deux hémisphéres cérébraux

- les neurones formant le faisceau corticospinal (FCS), I’un des principaux effecteurs
de la commande motrice volontaire

- les neurones commissuraux de la moelle épiniere

Le CC et le FCS sont les deux principales structures impliquées dans la
neurophysiologie des MM, ce qui souligne leur rdéle dans la production de mouvements
asymeétriques des mains. Le CC et le FCS semblent n’avoir pas d’impact sur la latéralisation
motrice durant la locomotion (quadrupéde), ce réle étant essentiellement assuré par les axones

commissuraux de la moelle.
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Lateralization of motor control refers to the ability to produce pure unilateral
or asymmetric movements. It is required for a variety of coordinated activities,
including skilled bimanual tasks and locomotion. Here we discuss the neuroanatomical
substrates and pathophysiological underpinnings of lateralized motor outputs.
Significant breakthroughs have been made in the past few years by studying
the two known conditions characterized by the inability to properly produce
unilateral or asymmetric movements, namely human patients with congenital “mirror
movements” and model rodents with a “hopping gait”. Whereas mirror movements
are associated with altered interhemispheric connectivity and abnormal corticospinal
projections, abnormal spinal cord interneurons trajectory is responsible for the
“hopping gait”. Proper commissural axon guidance is a critical requirement for
these mechanisms. Interestingly, the analysis of these two conditions reveals
that the production of asymmetric movements involves similar anatomical and
functional requirements but in two different structures: (i) lateralized activation of
the brain or spinal cord through contralateral silencing by cross-midline inhibition;
and (i) unilateral transmission of this activation, resulting in lateralized motor
output.

Keywords: mirror movement, hopping gait, corticospinal tract, corpus callosum, spinal cord, axon guidance

Introduction

Lateralization of motor control is required for a variety of coordinated movements, including
skilled bimanual tasks and locomotion. To our knowledge, only two conditions are associated with
the inability to produce asymmetric movements in mammals: human “mirror movements” and
rodent “hopping gait”.

Mirror movements are involuntary symmetrical movements of one side of the body that mirror
voluntary movements of the other side. The affected individuals are unable to perform purely
unimanual movements and have difficulties to perform tasks requiring independent actions with
the two hands such as holding a cup while filling it with water, opening a jar or playing a musical
instrument. During these tasks, the effectors produce different motor outputs that are usually
bound together by a shared, object-directed goal.

Quadrupedal locomotion is characterized by coordinated, alternating bilateral activation
of limb muscles, in which effectors repeatedly produce similar motor outputs in a specific
temporal order. A “hopping gait” is a switch from alternate to synchronous activity of the
limbs during locomotion that is observed in rodent mutants with impaired axonal guidance.
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Lateralization of motor control

Here we discuss the neuroanatomical substrates and
pathophysiological underpinnings of lateralized motor output
through the study “mirror movements” and “hopping gait”.
Whereas mirror movements are associated with altered
interhemispheric connectivity and abnormal corticospinal
projections, abnormal spinal cord interneurons trajectory is
responsible for the “hopping gait”. Interestingly, the analysis
of these two conditions indicates that the production of
asymmetric movements involves similar anatomical and
functional requirements but in two different structures, the
cerebral cortex and the spinal cord, and it emphasizes the
importance of proper commissural axon guidance in this
process.

The “Mirror Movement” Paradigm: Inability
to Produce Asymmetric Skilled Hand
Movements

Humans have a greater ability than other species to produce
purposeful handling movements, most of them being
asymmetric. With training, we can master highly complex
skills ranging from the fluid movements of the virtuoso pianist
to the precise life-saving gestures of the heart surgeon. In
humans, execution of unimanual movements requires lateralized
activation of the primary motor cortex (M1), which then
transmits the motor command to the contralateral hand through
the crossed corticospinal tract (CST; Figure 1A; Chouinard and
Paus, 2010; Galléa et al., 2011).

Loss of this lateralization results in mirror movements (MM),
which consist of involuntary symmetrical movements of one side
of the body that mirror voluntary movements of the other side.
Congenital mirror movement disorder (CMM) is a rare genetic
disorder transmitted in autosomal dominant manner in which
mirror movements are the only clinical abnormality. These
mirror movements predominate in the distal upper limbs, leaving
affected individuals unable to perform independent actions with
the two hands or to perform purely unimanual movements.
They usually have hand clumsiness and pain in the upper limbs
during sustained manual activities. The two main culprit genes
are Dcc (deleted in colorectal cancer) and Rad51 (Srour et al.,
2010; Depienne et al., 2011, 2012; Méneret et al., 2014a). A
third gene, Dnal4, might also be involved (Ahmed et al., 2014;
Méneret et al., 2014b). Dcc plays a key role in CST midline
crossing (Finger et al., 2002), while Rad51 is well known for
its role in DNA repair and may also have a major role in
motor system development (Depienne et al., 2012; Gallea et al.,
2013). In addition to isolated congenital mirror movements
caused by Dcc or Rad51 mutations, syndromic forms of MM
may be accompanied by numerous other symptoms, in disorders
such as Dandy walker syndrome, Joubert’s syndrome, X-linked
Kallmann syndrome, Klippel Feil syndrome and congenital
hemiparesis (Vulliemoz et al., 2005; Galléa et al., 2011; Peng and
Charron, 2013).

CMM provides a unique paradigm for studying the
lateralization of motor control (Carson, 2005; Galléa
et al, 2011; Peng and Charron, 2013). Two main non
exclusive mechanisms may account for MM: (i) abnormal

interhemispheric ~communication resulting in bilateral
activation of primary motor areas (Figures 1B,C); and (ii)
a corticospinal tract abnormality leading to bilateral downstream
transmission of the motor command (Figures 1D,E; Gallea et al.,
2013).

Interhemispheric Connectivity and Motor
Lateralization

In humans, the default set-up of motor behavior is probably
a mirror program (Chan and Ross, 1988; Meyer et al,
1995; Cincotta and Ziemann, 2008). Unilateral and bilateral
voluntary movements are preceded by slow negativity on EEG
recordings, known as the Bereitschaftpotential (Shibasaki and
Hallett, 2006), which starts 2 s before movement onset and is
distributed over the two hemispheres. This Bereitschaftpotential
may reflect bilateral activation of the supplementary motor
areas (SMA) and dorsal premotor cortices (dPMC) during
motor planning. Just before movement onset, cortical activity is
restricted to the primary motor cortex and dPMC contralateral
to the intended movement (Shibasaki and Hallett, 2006). An
active mechanism is required to restrict motor activation
to one hemisphere during execution of a pure unimanual
movement.

Our current understanding of this “non mirror
transformation” derives mainly from the study of “physiological”
mirror movements. Healthy subjects have a default tendency
to produce minimal mirror movements when performing
highly complex and effortful unimanual tasks (Koerte et al.,
2010; Sehm et al., 2010; Beaulé et al., 2012). Activation of the
mirror M1 (ipsilateral to the voluntary movement) is the main
explanation for this tendency (Mayston et al., 1999; Cincotta
et al, 2004; Zijdewind et al., 2006; Hubers et al., 2008). In
order to achieve this “non mirror transformation”, the active
M1 (contralateral to the intended movement) inhibits the
mirror M1 via fibers that pass through the corpus callosum
(transcallosal tract, TCT), thereby restricting the motor output
to the active M1. This inhibition of one motor cortex by
the other is called interhemispheric inhibition (IHI). IHI is
thought to rely on transcallosal glutamatergic connections
to inhibitory interneurons that in turn innervate pyramidal
cells in the receiving hemisphere (Meyer et al, 1995; Reis
et al., 2008). Several lines of evidence support the importance
of TCT-mediated IHI in the lateralization of motor control.
For example, the gradual disappearance of minimal MM
frequently observed in young children correlates with the
degree of TCT myelination and with the level of IHI (Koerte
et al., 2010; Beaulé et al., 2012). Also, experimental modulation
of THI directed from the active M1 to the mirror M1 affects
mirror activity: a transient increase in IHI is associated with
a decrease in mirror activity, and vice versa (Hubers et al,
2008).

IHI between the two primary motor cortices is modulated
differently during the different phases of unimanual movements.
IHI is balanced between the two motor cortices at the onset
of movement preparation, then shifts towards the ipsilateral
M1 (ipsilateral to the voluntary movement) at the end of
movement preparation and at movement onset (Murase et al.,

Frontiers in Neuroanatomy | www.frontiersin.org 2

June 2015 | Volume 9 | Article 75


http://www.frontiersin.org/Neuroanatomy
http://www.frontiersin.org/
http://www.frontiersin.org/Neuroanatomy/archive

Welniarz et al.

Lateralization of motor control

A B

RIGHT
<

Il

LEFT HAND BILATERAL BILATERAL
MOVEMENT HAND HAND
MOVEMENT MOVEMENT

2 )

FIGURE 1 | Hypothetical mechanisms of mirror movements. (A) In
humans, execution of a unilateral left hand movement requires both
lateralized activation of the right primary motor cortex (M1) by
interhemispheric inhibition (IHI) and proper motor planning and then
transmission of the motor command to the contralateral (left) hand alone,
through a crossed corticospinal tract. There are two main mechanisms
underlying MM: (i) abnormal IHI (B) or abnormal delivery of the motor
plan from the supplementary motor area (SMA) to M1 (C), resulting in
bilateral activation of the primary motor cortices; and (i) abnormal
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decussation of the CST (D) or abnormal branching of the CST in the
spinal cord (E), resulting in bilateral transmission of the motor command
to the spinal cord. Mirror movements have not been described in
horizontal gaze palsy with progressive scoliosis (HGPPS), despite the
absence of CST decussation in these patients (F). This suggests that
MM are related to the presence of bilateral spinal cord projections arising
from a single primary motor cortex rather than to abnormal decussation
of the CST per se. Dark Blue, normal mechanism; Red, abnormal
mechanism; Light blue, IHI.

2004; Duque et al., 2007). In parallel, IHI of the contralateral
M1 decreases during movement preparation and shifts towards
facilitation at movement onset (Murase et al., 2004; Perez and
Cohen, 2008). These subtle time-dependent bilateral variations
of THI are necessary to avoid premature execution (Duque and
Ivry, 2009), and to prevent mirror activity in the ipsilateral
M1 (Giovannelli et al, 2009). Impairment of IHI may thus
result in bilateral M1 activation and transmission of the
motor command to both hands through the two crossed
CSTs.

In patients with CMM and X-linked Kallmann syndrome,
several studies have revealed abnormal, bilateral M1 activation
during voluntary unimanual movements and have confirmed
that activation of the mirror M1 is not a sensory consequence
of the mirror movement but rather participates actively in the
mirroring motor activity (Shibasaki and Nagae, 1984; Cohen
et al., 1991; Mayer et al., 1995; Cincotta et al., 1996; Krams
et al,, 1997; Verstynen et al., 2007). However, studies based
on indirect methods have failed to demonstrate consistent
impairment of IHI mechanisms in CMM patients (Cincotta
et al, 1996, 2002; Papadopoulou et al, 2010). Using dual-
site transcranial magnetic stimulation (TMS), a more direct
method (Perez and Cohen, 2008), we found that CMM
patients with Rad51 mutations had abnormal IHI between the
primary motor cortices at rest, together with morphological
abnormalities of the TCT (Figure 1B; Gallea et al., 2013).
It has been proposed that this impaired IHI is due to an
abnormal input of the transcallosal glutamatergic connections
onto the inhibitory interneurons in the receiving hemisphere.
It is noteworthy that most individuals lacking a corpus

callosum do not exhibit mirror movements, suggesting that
the absence of the corpus callosum and interhemispheric
connections alone might not be sufficient to generate MM.
Finally, a study of a CMM patient with complete agenesis
of the corpus callosum concluded that the absence of TCT
played little part in the pathophysiology of MM (Lepage et al.,
2012).

Interhemispheric pathways are not limited to direct M1-
M1 interactions and IHI but also include circuits linking
secondary motor areas (SMA and PMd) to contralateral motor
areas. These circuits might be involved in restricting the
generation of motor output to the active hemisphere during
movement preparation. For these reasons it has been proposed
that abnormal motor planning and/or abnormal transmission
of the motor plan from the secondary motor areas to the
primary motor areas might also be involved in MM generation
(Chan and Ross, 1988; Cincotta et al., 2004; Duque et al.,
2010; Galléa et al, 2011; Gallea et al., 2013). Evidence of
abnormal motor planning associated with MM was first obtained
through studies of two CMM patients and a patient with
Kallmann’s syndrome, who showed an abnormal, bilateral
(instead of unilateral) distribution of the Bereitschaftpotential
during movement preparation (Shibasaki and Nagae, 1984;
Cohen et al., 1991). However, two other studies argued against
a role of abnormal movement planning in MM: the first
showed that movement-related cortical EEG potentials were
identical (that is to say, lateralized and not bilateral) in healthy
volunteers and in six CMM patients (Mayer et al., 1995), while
the second study, a case report, showed normal, unilateral
cortical activation during fMRI imaging of imagined movements
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closely related to motor planning (Verstynen et al., 2007).
More recently, we found that the SMA activation pattern and
connectivity are abnormal during both unimanual and bimanual
movements in Rad51-mutated CMM patients (Figure 1C;
Gallea et al, 2013) This suggested that cortical activation
and connectivity might be modified in CMM patients during
movement preparation, resulting in inappropriate delivery of
the motor program from the SMA to both primary motor
cortices.

Together, these results suggest that interhemispheric
connectivity is critical for lateralized activation of the motor
cortex when a unilateral movement is intended.

The Corticospinal Tract and Motor Lateralization

The CST is a crossed tract that transmits the motor command
from one motor cortex to the contralateral spinal cord. The
CST first appeared in mammals and was likely critical for the
development of voluntary skilled movements through evolution
(Vulliemoz et al., 2005). Selective lesions of the CST in humans,
non human primates and rodents impair skilled digit movements
such as reaching (Schieber, 2007). The CST is massively crossed
in humans. About 70-95% of all CST axons cross the midline at
the junction between the medulla and the spinal cord, forming
the so-called “pyramidal decussation”, and establish direct
contacts with the motor neurons located in the anterior horn
of the spinal cord (Vulliemoz et al., 2005). The approximately
10% of CST axons that do not decussate at the medulla remain
ipsilateral, and this ipsilateral tract is mainly located in the ventral
part of the spinal cord in both humans and rodents (Brosamle
and Schwab, 1997; Vulliemoz et al., 2005). The ipsilateral CST
component does not target motor neurons innervating distal
limb muscles but rather motor neurons innervating the proximal
or axial musculatures (Bawa et al., 2004; Vulliemoz et al,
2005). In humans, cats and rodents, the CST initially establishes
strong bilateral projections to the spinal cord. The ipsilateral
projections consist of uncrossed CST axons (Joosten et al,
1992; Brosamle and Schwab, 1997; Eyre et al.,, 2001), and/or
of normally crossed CST axons that recross the midline within
the spinal cord (Li and Martin, 2000; Rosenzweig et al., 2009).
This CST projection pattern is refined during early post-natal
development, resulting in the elimination of the majority of the
ipsilateral projections (Joosten et al., 1992; Eyre et al.,, 2000,
2001; Li and Martin, 2000). This refinement of the ipsilateral
projections is an activity-dependent process of competition
with the crossed CST fibers originating from the contralateral
motor cortex (Martin and Lee, 1999; Eyre et al., 2001; Eyre,
2003; Martin et al., 2004; Friel and Martin, 2007; Friel et al.,
2014).

Human MM could result from the presence of CST
projections to both the ipsilateral and contralateral spinal
cord. In patients with CMM, Kallmann syndrome, Klippel-
Feil syndrome or congenital hemiparesis, unilateral stimulation
of the primary motor cortex hand area at rest by TMS
elicits bilateral hand muscle responses with identical latencies,
whereas in healthy volunteers the muscle response is strictly
contralateral to the stimulated hemisphere (Nass, 1985; Farmer
et al., 1990; Benecke et al., 1991; Mayston et al., 1997; Alagona

et al,, 2001; Staudt et al.,, 2002; Cincotta et al.,, 2003; Bawa
et al., 2004; Srour et al,, 2010; Depienne et al., 2011; Gallea
et al, 2013). This reveals the presence of fast-conducting
corticospinal projections from the hand area of one primary
motor cortex to both sides of the spinal cord in CMM patients
and suggests an anatomic-functional link between anomalies
in the CST trajectory and the inability to produce lateralized
movements.

Bilateral corticospinal projections to the spinal cord could
be due to: (i) abnormal pyramidal decussation resulting
in an aberrant uncrossed ipsilateral CST (Figure 1D); or
(ii) aberrant branching of crossed CST axons in the spinal
cord (Figure 1E). In both cases, the aberrant CST projection
pattern could result from abnormal guidance of the CST
axons or from an abnormal persistence of the ipsilateral CST
projections that are normally eliminated during development.
An elegant TMS study of two CMM patients supports the
existence of a separate uncrossed ipsilateral CST (Cincotta
et al,, 2003). Diffusion tensor imaging (DTI) was used to
study the precise anatomy of the pyramidal decussation in
Rad51-mutated patients, confirming abnormal CST decussation
(Gallea et al., 2013), although Dcc-mutated CMM patients have
yet to be studied. Rad51 expression pattern in the mouse
central nervous system (Depienne et al., 2012), and the known
role of DCC in commissural axons guidance (Kennedy et al.,
1994; Serafini et al., 1994; Keino-Masu et al, 1996; Finger
et al, 2002), suggest that abnormal axonal guidance rather
than impaired CST maturation is responsible for the bilateral
CST projections observed in Rad51- and Dcc-mutated patients.
Electrophysiological studies also support the existence of an
aberrant uncrossed CST in X-linked Kallmann patients (Mayston
et al., 1997; Farmer et al, 2004). In patients with congenital
hemiparesis, MM may be explained by an abnormal maturation
of the CST due to the unequal activity between the affected
and unaffected motor cortices (Eyre et al., 2001; Eyre, 2003;
Friel et al., 2014). This would lead to the maintenance and
reinforcement of the ipsilateral CST from the unaffected motor
cortex, combined with aberrant branching of corticospinal
fibers in the spinal cord (Benecke et al, 1991; Alagona
et al, 2001; Staudt et al, 2002; Galléa et al, 2011; Friel
et al.,, 2014). Mirror movements have not been described in
patients with horizontal gaze palsy with progressive scoliosis
(HGPPS), despite their lack of CST decussation. HGPPS is
linked to mutations in the axon guidance receptor ROBO3
(Jen et al., 2004). The CST is completely uncrossed in HGPPS
patients, and each hemisphere thus projects in a strictly
ipsilateral manner to the spinal cord (Figure 1F). Together,
these findings suggest that MM are related to the presence of
bilateral spinal cord projections arising from a single primary
motor cortex rather than to abnormal decussation of the CST
per se.

Study of MM patients enlightened the critical importance of
two mechanisms for the generation of asymmetric movements:
(i) lateralized activation of the brain through contralateral
silencing by IHI and proper motor planning; and (ii) unilateral
transmission of the motor command to the contralateral spinal
cord via the CST. Both abnormal interhemispheric connectivity

Frontiers in Neuroanatomy | www.frontiersin.org 4

June 2015 | Volume 9 | Article 75


http://www.frontiersin.org/Neuroanatomy
http://www.frontiersin.org/
http://www.frontiersin.org/Neuroanatomy/archive

Welniarz et al.

Lateralization of motor control

and an altered CST trajectory could be responsible for MM, but
the respective importance of each factor is unclear.

Control of Left-Right Alternation During
Locomotion: New Insights from
Genetically Modified Mice with
Developmental Motor System Anomalies

Quadrupedal locomotion requires repeated coordinated activity
of each limb in a specific temporal sequence. Alternating
left-right activity of the forelimbs and hindlimbs is observed
at low locomotor frequencies (walking and trotting), while
synchronized activity of the homologous limbs is observed at
high locomotor frequencies (galloping) in mice, cats, horses
and dogs (Forssberg et al., 1980; Dickinson et al., 2000; Serradj
and Jamon, 2009). Lateralized motor output is thus a crucial
aspect of locomotion, especially at low motor frequencies. In the
past decade, careful analysis of genetically modified mice with
a “hopping gait” has shed light on the respective contributions
of the corticospinal tract and spinal central pattern generators
(CPG) to left-right alternation during mouse locomotion.

The Corticospinal Tract and Left-Right
Alternation During Locomotion

The CST forms a crossed (lateralized) motor circuit controlling
voluntary movements of the four limbs. In rodents, the CST
is composed of neurons originating from cortical layer V,
projecting mainly to the contralateral side of the spinal cord
and eventually connecting to motor neurons via a multisynaptic
pathway (Figure 2; Canty and Murphy, 2008). A role of the
CST in the control of alternating left-right activity during
mouse locomotion was initially suggested by the “hopping
gait” described in mice with genetically induced alterations of
CST projections (mice with mutations of the EphA4 signaling
pathway and kanga mice). EphA4 (a member of the Eph
family of tyrosine-kinase receptors) and its ligand ephrinB3 are
involved in axonal guidance of the CST during development.
Deletion of EphA4, Ephrin-B3 or proteins involved in the
EphA4 downstream signaling pathway (a2-chimaerin, Nck,
RhoA) results in a hopping-gait phenotype (Dottori et al., 1998;
Kullander et al., 2001a,b; Yokoyama et al., 2001; Beg et al., 2007;
Fawcett et al., 2007; Iwasato et al., 2007; Mulherkar et al., 2013).
In EphA4 and EphrinB3 knockout mice, the CST trajectory
is normal from the cortex to the pyramidal decussation. In
the spinal cord, CST axons re-cross the midline, resulting in
bilateral innervation of the spinal cord by each of the two
hemispheres. In wild-type animals, EphA4-expressing CST axons
are repelled by ephrin-B3 secreted at the midline, deterring them
from re-crossing the midline at the spinal level (Dottori et al.,
1998; Kullander et al., 2001a,b; Yokoyama et al., 2001). These
findings suggested that the hopping gait might be explained by
transmission of motor commands to both sides of the spinal
cord through abnormally re-crossed CST axons. Similarly to
mice with genetic alterations of the EphA4 signaling pathway,
a mutant mouse line carrying a viable mutation of the DCC
receptor have a “kangaroo-like” hopping gait phenotype and

are thus named “kanga” (Finger et al., 2002). The DCC ligand
Netrin-1 belongs to the netrin family of extracellular guidance
molecules. Netrin-1 has an attractive effect on growth cones
when it interacts with the DCC receptor (Keino-Masu et al.,
1996). This attraction allows commissural axons to approach and
cross the midline (Kennedy et al., 1994; Serafini et al., 1994). DCC
is expressed within the main forebrain descending tracts during
their development (Shu et al., 2000). In kanga mice, the CST fails
to cross the midline at the pyramidal decussation and projects
exclusively to the ipsilateral side of the spinal cord (Finger et al.,
2002).

However, other experimental findings do not support a
major contribution of the CST to alternating left-right activity
during locomotion. Indeed, abnormal CST midline crossing is
not systematically associated with synchronized activity of the
limbs during locomotion: mutants for L1 (Cohen et al., 1998;
Jakeman et al., 2006), NCAM (Rolf et al., 2002), Sema6A and
PlexinA3/PlexinA4 (Faulkner et al., 2008; Runker et al., 2008),
exhibit normal locomotion despite having an abnormal CST.
In rodents, a lateralized lesion of the cortex or CST, occurring
during the first week of life, leads to sprouting of the remaining
CST across the midline and thus to bilateral spinal cord
projections (Leong and Lund, 1973; Kartje-Tillotson et al., 1987).
This results in altered skilled forelimb movements without
affecting left-right alternation during locomotion (Kunkel-
Bagden et al., 1992; Whishaw et al., 1993; Whishaw, 2000; Metz
and Whishaw, 2002; Tennant and Jones, 2009). Thus, abnormal
CST projections do not necessarily induce a hopping gait.

It is important to recall that the genetic alterations induced in
EphA4, ephrin-B3 and DCC kanga mutant mice not only impact
CST development but also affect commissural cell populations
expressing these proteins, such as pre-cerebellar commissural
neurons (Hashimoto et al., 2012), and commissural spinal cord
interneurons (Kullander et al., 2003; Beg et al., 2007; Iwasato
et al., 2007; Rabe Bernhardt et al., 2012). This implies that the
hopping gait observed in these mice is not necessarily due to
their CST abnormalities. Two recent studies took advantage
of the conditional knockout mouse Emx1::cre;EphA41o¥/fox in
which genetic deletion of EphA4 is restricted to the forebrain.
These mice exhibit normal stereotypical locomotion despite
bilateral CST projections to the spinal cord (Borgius et al., 2014;
Serradj et al., 2014). Together, these results show that proper
CST wiring is not necessary for stereotypic left-right alternation.

Supra-spinal control plays a critical role in voluntary
movements and adaptive locomotion when sensory-motor
integration is required (for example when stepping over an
obstacle). Emx1:cre;EphA41o/1ox mice with bilateral CST
projections to the spinal cord exhibit symmetric voluntary
under conditions when asymmetric limbs
movements are normally produced (Borgius et al, 2014;
Friel et al., 2014; Serradj et al., 2014). These results emphasize
the role of the CST in voluntary asymmetric movements.

In addition to the CST, supra-spinal structures playing an
important role in the control of gait are located in the cerebral
cortex, the cerebellum and in the brainstem, and constitute an
interconnected network. There is no clear evidence implicating a
supra-spinal control for left-right alternation and lateralization

movements
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FIGURE 2 | The corticospinal tract forms a crossed motor system
in mice. (A) Sagittal view of the mouse central nervous system and
corticospinal tract (CST). (B) Coronal views of the CST trajectory. The
level of each coronal schematic section is indicated in figure A. At the
junction between the hindbrain and the spinal cord (pyramidal
decussation, level 3), the vast majority (80-85%) of corticospinal tract
(CST) axons cross the midline and continue their trajectory through the

Brainstem

Pyramidal

decussation Spinal cord

Crossed CST

LEFT RIGHT

most ventral part of the dorsal funiculus within the half of the spinal cord
contralateral to their hemisphere of origin. In the spinal cord, the CST
undergoes collateral branching principally at the level of the cervical and
lumbar enlargement, eventually transmitting motor commands to the
forelimb and hindlimb muscles, respectively, via a multisynaptic pathway
involving interneurons mainly located in the dorsal horn of the spinal
cord. CST, corticospinal tract; IN, interneurons; MN, motor neurons.

of motor control during gait. Among the locomotor centers
with direct spinal projections, the mesencephalic locomotor
region (MLR) is of particular interest for our purpose. Electrical
stimulation of the brainstem in decerebrate cats placed on a
treadmill recapitulates normal alternate locomotion without the
need of descending commands from the cortex (Shik et al., 1966,
1967). The MLR, which comprises the pedunculopontine (PPN)
and cuneiform (CN) nuclei, sends outputs to the basal ganglia,
the cerebellar and the cerebral locomotor areas. The MLR plays

a major role in gait initiation and in internal generation of
adaptive lower limb movement during the automated gait cycle
(Alam et al, 2011; Grabli et al., 2012). The MLR could be
involved in the control of gait cadence (Piallat et al., 2009;
Karachi et al., 2010), but this involvement is more likely related
to higher-order functions during faster gait rather than basic
motor control as suggested by rodent models (Winn, 2008).
Dysfunction of the MLR and cerebral locomotor centers is
observed in patients with Parkinson disease and freezing of
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gait (Fling et al.,, 2013, 2014), which is the inability to move
the feet despite the effort to overcome the motor block and
move forward. These patients exhibit alteration of gait rhythm,
gait symmetry and bilateral coordination in stepping (Plotnik
and Hausdorff, 2008; Plotnik et al., 2008). However, freezing
of gait and bilateral coordination problems are triggered by
particular circumstances, when adaptive locomotion is needed
(Grabli et al., 2012). In addition, freezing also occurs during
writing and speech, although the MLR is not involved in such
tasks. MPTP monkeys with selective loss of cholinergic neurons
in the PPN have gait impairments but no specific problem in the
alternation of lower limb movements (Karachi et al., 2010). In
cats, electrical stimulation of the PPN suppresses postural muscle
tone, whereas CN stimulation elicits locomotor movements
(Takakusaki et al., 2003). In humans, activity of the PPN seems
to be modulated during rhythmical stepping, but the increased
demands of postural control and attention during stepping could
not be cancelled out (Fraix et al., 2013). Therefore, the structures
constituting the MLR might play different roles in gait control,
but none of them is known to be specifically involved in left-right
alternation of the lower limbs.

In non mammalian vertebrates the descending motor
pathways are mainly composed of reticulospinal tracts
originating from the hindbrain (Vulliemoz et al, 2005). In
zebrafish, descending motor pathways include Mauthner
cells and other reticulospinal neurons (MiD2cm, MiD3cm
and MiD3cl). This crossed network plays a critical role in
adaptive locomotor activity such as escape behavior: a stimulus
delivered to one side of the head results first in tail bending
towards the opposite side, followed by a counter-bend that
enables efficient propulsion (Kohashi and Oda, 2008; Jain et al.,
2014). DCC mutations, leading to midline guidance defects of
MiD2cm and MiD3cm neurons that project bilaterally instead
of contralaterally, cause an abnormal counter-bend in the same
direction as the first. Escape behavior of these mutant zebrafish
is thereby compromised. This phenotype is rescued by ablation
of the aberrantly projecting MiD2cm and MiD3cm neurons,
demonstrating that supra-spinal pathways predominate over
spinal circuitry during adaptive locomotion (Jain et al., 2014).

Altogether, these results suggest that supra-spinal control
plays a critical role in motor lateralization during voluntary
movements and adaptive locomotion but is not involved in left-
right alternation during stereotypic locomotion.

Spinal Control of Left-Right Alternation During
Locomotion

The importance of local spinal circuitry in locomotion is
supported by “fictive locomotion” experiments performed
in vitro. Exposure of isolated rodent spinal cords to
neurotransmitter agonists such as serotonin and dopamine
produces rhythmic activity at the lumbar level lasting several
hours. This activity is characterized by alternating ipsilateral
flexor-extensor activity and alternating left-right activity (Smith
and Feldman, 1987; Kiehn and Kjaerulff, 1996). Successful
replication of left-right alternation in spinal cords isolated from
the forebrain strongly suggests that the spinal neuronal network
plays a critical role in locomotion. This network is called the

central pattern generator (CPG), and its role in swimming and
walking has been extensively studied (Grillner, 2003; Goulding,
2009; Kiehn et al, 2010; Kiehn, 2011). The CPG generates
rhythm, ipsilateral flexor-extensor alternation, and left-right
alternation. Spinal commissural interneurons (CIN), mostly
located in the ventromedial spinal cord (lamina VIII), play a
key role in left-right alternation (Stokke et al., 2002). Fictive
locomotion experiments in vitro have shown that removal of the
dorsal part of the spinal cord does not affect left-right alternation,
whereas sectioning of the ventral spinal cord commissure
completely abolishes it (Kjaerulff and Kiehn, 1996). When
inhibitory GABAa or glycinergic CIN are neutralized by the
use of antagonists, spinal left-right alternating activity switches
to synchronous activity, demonstrating that this cross-midline
inhibition is critical for lateralized motor activity (Cowley
and Schmidt, 1995). Conversely, suppression of glutamatergic
excitatory transmission in the spinal cord of Vglut2 mutants does
not affect the generation of left-right alternation or locomotor
rhythms (Gezelius et al., 2006; Wallén-Mackenzie et al., 2006).

The specific characteristics and fate of spinal cord
interneurons are determined by the progenitor subtype
from which they originate. During the early phases of
CNS development, transcription-factor gradients result in
dorsoventral patterning of spinal neurons. There are 11
progenitor domains in the spinal cord, six dorsal (dI1-dI6) and
five ventral (V0, V1, V2, motor neurons and V3 interneurons, in
dorsal-to-ventral order; Jessell, 2000; Arber, 2012). Delineation
of the CPG circuitry through the use of mutant mice improved
our understanding of spinal alternating left-right activity.

By connecting the two sides of the spinal cord, CIN determine
the excitatory/inhibitory balance over the midline. Most CIN
involved in left-right coordination originate from the ventral
spinal cord, from V0 and V3 progenitors (Kiehn, 2011; Chédotal,

A B

Cross midline inhibition Cross midline excitation

Left-right synchrony

Left-right alternation

FIGURE 3 | Central pattern generator circuitry underlying left-right
coordination during locomotion. (A) The dual inhibitory pathway
(glycinergic/GABAergic) is composed of VO-derived interneurons including:

(i) a group of dorsal inhibitory commissural interneurons (CIN) that project
monosynaptically to contralateral motor neurons (VOp); and (i) a group of
ventral glutamatergic CIN (VOy) which provide indirect inhibition via a
multisynaptic pathway with ipsilateral inhibitory interneurons such as Renshaw
cells (RC) and la inhibitory interneurons (la IN). This system produces
cross-midline inhibition that allows contralateral silencing during left-right
alternation, in a frequency-dependent manner. (B) The excitatory pathway is
composed of glutamatergic CIN (V3) projecting directly to contralateral motor
neurons, providing the support for left-right synchronicity. Red, excitatory
interneurons; Blue, inhibitory interneurons.
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FIGURE 4 | The excitatory/inhibitory balance over the midline in the
spinal cord determines the lateralization of motor output. (A) In
wild-type mice, predominant recruitment of the dual-inhibitory pathway at low
locomotor frequencies produces cross-midline inhibition resulting in left-right
alternating activity. A switch from alternating to synchronous left-right activity
results from increased cross-midline excitation due to the formation of
“pseudo-commissural” excitatory neurons (a) in EphA4/EphrinB3 knockout

Netrin-1 KO DCCKO

V

Uncoordinated

Left-right synchrony

mice (B) or to misguidance of several populations of inhibitory commissural
interneurons (b) in Netrin-1 knockout mice (C). Conversely, the loss of both
inhibitory (b) and excitatory commissural interneurons (c) in DCC mutants
(D) produces uncoordinated left-right activity. (a) Excitatory ipsilateral
interneurons. (b) Inhibitory commissural interneurons. (c) Excitatory
commissural interneurons. Red arrow, cross-midline excitation; Blue arrow,
cross-midline inhibition.

2014), but the role of dorsally derived interneurons was recently
highlighted (Andersson et al., 2012; Vallstedt and Kullander,
2013). Cross-midline inhibition relies on a dual inhibitory
pathway (Figure 3A) composed mainly of V0-derived CIN and
comprising: (i) a group of dorsal inhibitory CIN (VOp) that
project monosynaptically to contralateral motor neurons; and
(ii) a group of ventral glutamatergic CIN (VOy) which provide
indirect inhibition via multisynaptic connections with ipsilateral
inhibitory interneurons such as Renshaw cells (RC) and Ia
inhibitory interneurons (Moran-Rivard et al, 2001; Pierani
et al,, 2001; Lanuza et al., 2004; Goulding, 2009; Kiehn et al.,
2010). This system allows contralateral silencing during left-
right alternation, in a frequency-dependent manner (Talpalar
et al, 2013). In contrast, an excitatory pathway (Figure 3B)
composed of glutamatergic CIN derived from V3 progenitors
and projecting directly to contralateral motor neurons provides
support for left-right synchrony (Zhang et al, 2008; Rabe
et al., 2009; Borowska et al., 2013). This organization has been
described in rodents (Quinlan and Kiehn, 2007; Restrepo et al.,
2009) and cats (Jankowska et al., 2009). Additionally, ipsilaterally
projecting interneurons are key components of multisynaptic
pathways that provide indirect cross-midline inhibition and, as
such, also participate in left-right alternation (Crone et al., 2008,
2009).

Mutant mice with commissural axon guidance defects
have been critical for studying the spinal locomotor circuitry
(Figure 4). Spinal CIN cross the midline at the floor plate,
a structure located in the ventral spinal cord that secretes
several molecules such as Ephrin-B3 and Netrin-1 involved
in commissural axon guidance (Nawabi and Castellani, 2011).
EphA4 and Ephrin-B3 knockout mice both have a hopping-
gait phenotype (Dottori et al., 1998; Kullander et al., 2001b;
Yokoyama et al., 2001). Fictive locomotion was studied with
isolated spinal cords from EphA4 and ephrin-B3 null mutants
aged between post-natal day 0 (P0) and P5, a period when

the CST has not yet reached the lumbar spinal cord (Gianino
et al,, 1999). A switch from left-right alternating activity to
synchronous activity was observed, together with an increased
number of CIN in the ventral spinal cord. Reinforcement
of cross-midline inhibition by GABA/glycine uptake blockers
completely reversed this effect (Kullander et al., 2003). It was
postulated that EphA4 is expressed in a population of excitatory
interneurons projecting ipsilaterally, and that loss of EphA4 or
ephrin-B3 leads to aberrant midline crossing of this population,
resulting in “pseudo-commissural” excitatory connections. This
would push the excitatory/inhibitory balance over the midline
towards excitation (Figure 4B). In keeping with this hypothesis,
specific deletion of EphA4 in the spinal cord or in glutamatergic
interneurons is sufficient to induce a hopping gait both in vivo
and in vitro (Borgius et al., 2014).

Netrin-1 knockout mice lack several inhibitory CIN
populations, whereas their excitatory CIN are unaffected
(Rabe et al., 2009). The inhibitory/excitatory balance over the
midline is therefore shifted toward excitation, resulting in
synchronous left-right locomotor activity in vitro (Figure 4C;
Rabe et al., 2009). Surprisingly, suppression of the expression of
DCGC, the Netrin-1 receptor, leads to a different phenotype. DCC
knockout mice exhibit uncoordinated left-right activity in vitro,
reflecting the preservation of the excitatory/inhibitory balance
over the midline, due to the loss of both inhibitory and excitatory
CIN populations (Figure 4D; Rabe Bernhardt et al., 2012).

A hopping gait has also been described in Nkx mutant mice
(Holz et al., 2010). Nkx transcription factors are involved in the
development of the floor plate. The misguidance of V0 and dI6
CIN might be responsible for the phenotype of Nkx mutant mice
(Holz et al., 2010).

Lateralization of motor output between the two sides of
the spinal cord during stereotypic locomotion mainly relies on
the excitatory/inhibitory balance over the midline. Recruitment
of inhibitory pathways results in cross-midline inhibition and
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left-right alternation, whereas recruitment of the excitatory
pathway results in a shift toward excitation and left-right
synchrony. Supra-spinal control and descending pathways
(CST in mammals, reticulospinal tracts in non mammalian
vertebrates) do not participate in stereotypic left-right alternation
but rather contribute to motor lateralization during voluntary
movements and adaptive locomotion.

Conclusion

The study of human “mirror movements” and rodent “hopping
gait” reveals analogous mechanisms underlying the generation
of asymmetric movements. Lateralized activation of the brain
or spinal cord is first achieved through contralateral silencing
by cross-midline inhibition. In the brain, this inhibition relies
on excitatory neurons of the transcallosal tract that connect to
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40 | INTRODUCTION

D. Problématique et objectifs de la these

Les études de patients atteints de MMC ont permis de mettre en évidence deux
mécanismes principaux, non exclusifs, impliqués dans la génération des mouvements
latéralisés : (i) une anomalie développementale du FCS aboutissant a la mise en place de
projections bilatérales de chacun des hémisphéres sur la moelle; (ii) des défauts de
communication inter-hémisphérique, responsables d’une activation bilatérale anormale des
deux cortex moteurs lors de I’exécution d’un mouvement unimanuel. Ces observations
soulignent I’'importance de deux structures dont le développement normal semble nécessaire
au contréle de la latéralisation motrice : le FCS et le CC. Les connaissances que nous avons

sur les MMC ont cependant des limites, et plusieurs questions restent en suspens :

1) Les deux génes identifiés a ce jour, DCC et RAD51, jouent a priori des réles tres différents
au cours du développement. Comment les mutations de RAD51 et DCC aboutissent-elle au
phénotype de MMC ? Quel est le réle précis de RAD51 et DCC dans le développement du
FCS et du CC, les deux principales structures impliquées dans la physiopathologie des

MMC ? Les mécanismes sont-ils les mémes dans les deux cas ?

2) Les formes de MMC dues aux mutations des genes RAD51, DCC, ainsi que celles dont la
cause génétique est encore inconnue, sont caractérisées par un méme phénotype clinique.
L’homogénéité clinique des MM est-elle le reflet de mécanismes communs aux différentes

formes génétiques de MMC ?

3) Plusieurs éléments indiquent que les interactions inter-hémisphériques nécessaires a la
latéralisation de I’activité corticale au cours de la génération de mouvements unimanuels

pourraient étre dysfonctionnelles des la phase de préparation motrice. Quels sont les
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mécanismes responsables de la latéralisation motrice au cours de la préparation du

mouvement ? En quoi ces mécanismes sont-ils altérés chez les patients atteints de MMC ?

Afin de répondre a ces questions, nous avons combiné des expériences sur des
modeles animaux et chez des patients atteints de MMC.

Chez la souris, nous avons étudié le role de DCC et RAD51 dans le développement du
FCS et du CC, les deux principales structures identifiées dans la physiopathologie des MMC,
ainsi que leur implication dans la latéralisation du contrdéle moteur. Nous avons dans un
premier temps étudié le patron d’expression spatio-temporel de RAD51 et complété celui de
DCC dans le systeme nerveux central, puis nous avons ensuite étudié le phénotype
anatomique et comportemental de différentes lignées de souris déficientes pour les genes
Rad51 ou Dcc.

Chez I’humain, I’étude avait un double objectif : d’une part déterminer s’il existe des
différences physiopathologiques entre les différentes formes génétiques de MMC ; d’autre
part comprendre les mécanismes impliqués dans la latéralisation de I’activité des aires
motrices corticales pendant la préparation du mouvement, ainsi que le rdle des aires motrices
secondaires, et en particulier de I’aire motrice supplémentaire (AMS) dans cette fonction.
Pour cela, nous avons utilisé une approche multimodale neurophysiologie/neuroimagerie
utilisant la stimulation magnétique transcranienne (SMT) et I’imagerie par résonnance
magnétique (IRM) afin d’étudier I’activation et les interactions inter-hémisphériques de
différentes aires motrices primaires et secondaires chez : (i) des patients atteints de MMC ; et
(i) des sujets contrbles appariés avant et apres inhibition transitoire de I’AMS.

Gréce a cette double approche, nous avons pu aborder de fagon transversale
différentes questions nécessitant des modéles d’étude différents, tout en conservant une

problématique unique : comprendre les mécanismes responsables de la latéralisation motrice.
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Dans la suite de cette introduction, je présenterai donc I’état des connaissances
actuelles concernant I’évolution, I’anatomie, le développement et les pathologies du CC et du
FCS. Dans une derniére partie, je m’intéresserai aux données concernant la préparation du

mouvement.
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Il. Evolution, anatomie, développement et pathologies du corps

calleux et du faisceau corticospinal

Le CC et le FCS sont deux structures impliquées dans la physiopathologie des
mouvements en miroir, et leur développement normal est nécessaire a la latéralisation du
contr6le moteur. Dans cette partie, nous allons nous intéresser a I’évolution, I’anatomie, le
développement et aux pathologies du CC et du FCS, en prétant une attention particuliere aux
mécanismes concernant le croisement de la ligne médiane et a leur lien avec les mouvements

en miroir.

A. Evolution, anatomie, développement et pathologies du corps calleux

1) Le corps calleux au sein de I’évolution

Le clade phylogénique des mammiferes comprend trois groupes : les protothériens (ou
monotrémes), les métathériens et les euthériens (Figure 4), qui se différencient les uns des
autres par leur mode de développement embryonnaire (Kielan-Jaworowska et al., 2005). Les
monotrémes sont des ovipares : ils pondent des ceufs, mais allaitent néanmoins leurs petits.
Les représentants actuels des monotrémes sont les ornithorynques et les tachyglossidés. Les
euthériens et métathériens sont vivipares (le développement de I’embryon se fait au sein de
I’utérus), mais les euthériens possédent un placenta, a la différence des métathériens. Les
métathériens comprennent les marsupiaux actuels (ainsi que d’autres especes disparues),
tandis que les euthériens rassemblent I’ensemble des mammiferes placentaires.

Le corps calleux est la principale commissure assurant la connexion des deux
hémispheres cérébraux. Cette commissure est apparue chez les mammiféres placentaires
(Aboitiz and Montiel, 2003; Suarez et al., 2014b). Le corpus calleux est donc absent chez les

marsupiaux et les monotrémes. Chez ces espéces, la communication entre les deux
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Figure 4. Phylogénie des mammiferes. Les espéces de mammiferes sont caractérisées par
I’allaitement des jeunes. Cependant, en fonction des modes de reproduction et de
développement, trois grands groupes peuvent étre distingués au sein des mammifeéres. Les
monotremes (ou protothériens) sont ovipares. Au contraire, les marsupiaux (métathériens) et
mammifeéres placentaires (euthériens) sont vivipares. Chez les marsupiaux, le placenta, organe

d’origine foeto-maternelle participant au développement de I’embryon, est absent.
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hémispheres du cerveau est assurée par la commissure antérieure et la commissure
hippocampique (Figure 5A, 5B). La commissure antérieure établit des connexions entre les
paléocortex (cortex a trois couches dédié a I’olfaction) et néocortex (cortex a six couches)
situés dans chaque hémisphére (Heath and Jones, 1971; Ashwell et al., 1996), tandis que la
commissure hippocampique connecte les deux archicortex (cortex a trois couches comprenant
I’hippocampe) (Smith, 1937). Ainsi, la commissure antérieure (située a I’avant du cerveau)
assure la connexion de I’ensemble du neéocortex, notamment des régions postérieures (comme
le cortex occipital). Les fibres de ces régions doivent donc parcourir de grandes distances
pour atteindre la commissure antérieure, puis pour rejoindre leur cible dans I’hémisphére
contralatéral, rendant ainsi les délais de communication inter-hémisphériques relativement
longs (Aboitiz and Montiel, 2003). Les axones commissuraux néocorticaux atteignent la
commissure antérieure de différentes maniéres. Chez les monotrémes et les marsupiaux non-
diprotodontes (dont I’opossum), les fibres néocorticales rejoignent la commissure antérieure
exclusivement via la capsule externe (Figure 5A) (Martin, 1967). Cette configuration a le
désavantage de faire parcourir une grande distance aux fibres commissurales néocorticales
pour atteindre la commissure antérieure (qui se situe en position ventrale). Chez les
marsupiaux diprotodontes (koala, kangourou, possum), il existe une voie alternative
traversant la capsule interne et appelée fasciculus aberrans, permettant aux fibres inter-
hémisphériques de rejoindre la partie dorsale de la commissure antérieure, raccourcissant
ainsi considérablement leur trajet (Figure 5B) (Ashwell et al., 1996).

Chez les euthériens, il existe trois grandes commissures assurant la communication
entre les deux hémisphéres du cerveau antérieur : a la commissure antérieure et la commissure
hippocampique, s’ajoute le corpus calleux (Figure 5C, 5D). Ce dernier assure la
communication entre régions homotypiques du néocortex : il a donc endossé le r6le qu’avait

la commissure antérieure chez les marsupiaux et les monotrémes
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Figure 5. Anatomie comparée des commissures du cerveau antérieur chez les
mammiferes. (A, B) Chez les marsupiaux, le corps calleux étant absent, la communication
entre les deux néocortex est assurée par la commissure antérieure. Tandis que chez les
marsupiaux non-diprotodontes (A), les axones calleux provenant du néocortex rejoignent la
commissure antérieure via la capsule externe, il existe chez les marsupiaux diprotodontes (B)
un « raccourci » passant par la capsule interne, nommé le fasciculus aberrans. (C, D) Chez les
mammiferes placentaires (euthériens), le corpus calleux assure la communication entre les
deux néocortex, tandis que le rdle de la commissure antérieure est limité a la connexion des
deux paléocortex, ainsi que des régions homologues du néocortex temporal. IsoC : isocortex
(néocortex) ; cc: corps calleux; hc: commissure hippocampique; ac: commissure
antérieure ; ic : capsule interne ; ec : capsule externe ; fa: fasciculus aberrans ; Pir : cortex

piriforme. Adapté de (Suarez et al, 2014b).
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(Tomasch, 1954; Karol and Pandya, 1971; Yorke and Caviness, 1975; Hofer and Frahm,
2006). La commissure antérieure a en consequence €eté « réduite » a la connexion des deux
paléocortex, ainsi que des régions homologues du néocortex temporal (Jouandet and
Gazzaniga, 1979; Jouandet, 1982; Jouandet et al., 1984). La commissure hippocampique
assure quant a elle la mise en relation des deux hippocampes et établit aussi des connexions
hétérotypiques entre I’hippocampe et le cortex entorhinal (Wyss et al., 1980; Demeter et al.,
1985).

Il existe au sein des euthériens une corrélation négative entre la taille du paléocortex
d’une part, et celle du néocortex et du corps calleux d’autre part. Cette observation suggere
que I’expansion du néocortex au détriment du paléocortex pourrait étre a I’origine du

développement du corpus calleux chez les euthériens (Suarez et al., 2014b).

2) Anatomie et organisation du corps calleux

L’organisation des connexions calleuses présente de grandes similarités entre les
différentes especes de mammiferes euthériens. Dans cette section, nous nous intéresserons
plus particulierement au cas des rongeurs, du chat, du singe et de I’humain.

Les corps cellulaires et terminaisons des neurones calleux ne sont pas répartis de fagon
uniforme au sein du néocortex. Les corps cellulaires des neurones calleux sont en majorité
localisés dans les couches néocorticales superficielles (couches Il/111, environ 80%), et en
moindre proportion dans la couche V (environ 20%). De la méme fagon, les terminaisons des
axones calleux dans I’hémisphére opposé sont principalement localisées dans les couches I1/11
et dans la couche V (Figure 6B) (Yorke and Caviness, 1975; Ivy and Killackey, 1981;
Segraves and Rosenquist, 1982; Schwartz and Goldman-Rakic, 1984; Terashima et al., 1985;
Houzel et al., 1994; Rouiller et al., 1994; Mizuno et al., 2007; Wang et al., 2007; Zhou et al.,

2013; Suarez et al., 2014a).
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A cette organisation laminaire, s’ajoute une organisation tangentielle (par rapport a la
surface du cortex) spécifique. A I’age adulte, les corps cellulaires et terminaisons des
neurones calleux ne sont pas distribués de fagon homogéne, mais selon un motif discontinu,
établissant ainsi des connexions spécifiques entre régions homologues (connexions
homotypiques) ou non-homologues (connexions hétérotypiques) des deux hémisphéres.
Certaines zones corticales sont donc dénuées de neurones et de terminaisons calleuses a I’age
adulte. Prenons I’exemple des cortex sensoriels (somatosensoriel et visuel) : la densité des
projections calleuses est particulierement élevée au niveau de la frontiére entre régions
primaires et secondaires (frontiére entre S1 et S2 pour le cortex somatosensoriel, frontiére
entre les aires 17 et 18 pour le cortex visuel) (Figure 6A). Une telle organisation a été décrite
pour un grand nombre de régions corticales du rongeur, du chat et du singe, (Heimer et al.,
1967; Karol and Pandya, 1971; Jones et al., 1975; Yorke and Caviness, 1975; Kunzle, 1976;
Ivy and Killackey, 1981; Olavarria and Van Sluyters, 1985; Killackey and Chalupa, 1986;
Houzel et al., 1994; Mizuno et al., 2007; Wang et al., 2007; Rochefort et al., 2009).

A ce double niveau d’organisation (laminaire et tangentiel), s’ajoute une organisation
topographique du CC selon I’axe rostro-caudal. Les fibres calleuses provenant de régions
néocorticales adjacentes sont regroupées au sein du CC, et la position de ces fibres selon I’axe
rostro-caudal dépend de la localisation de leur territoire cortical d’origine. Le corps calleux
peut étre divisé en plusieurs régions selon des criteres morphologiques grossiers. D’avant en
arriére, on distingue le rostrum, le genou, le tronc, I’isthme et le splénium (Figure 6C). Le
rostrum et le genou du corps calleux connectent les régions (pré)frontales. La partie antérieure
du tronc du CC connecte les aires motrices primaires, secondaires et supplémentaires, tandis
que la partie postérieure du tronc connecte les aires somatosensorielles primaires et
secondaires ainsi que les aires pariétales postérieures. Enfin, la partie postérieure du CC

(isthme et splénium) connecte les régions pariétales, temporales et occipitales. Une telle
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Figure 6. Organisation tangentielle, laminaire et topographique du corps calleux. (A, B)
Coupes coronales d’un cerveau de souris a E10 apres électroporation de la GFP a E15 dans le
cortex somatosensoriel primaire (S1, cell bodies). (A) La distribution des terminaisons des
neurones calleux marqués n’est pas uniforme au sein de I’hémisphére contralatéral : les
connexions homotypiques sont concentrées au niveau de la frontiére entre les cortex
somatosensoriels primaires et secondaires (S1/S2). On observe aussi des projections
hétérotypiques vers I’insula (Ins) et le cortex périrhinal (PRh). (B) Grossissement de la région
délimitée par le rectangle dans (A). Au niveau de la région S1/S2, les terminaisons calleuses
sont denses au niveau des couches superficielles (11/111) et profondes (V/VI), tandis que la
couche IV est presque totalement dépourvue de terminaisons (Extrait de Suarez et al, 2014).
(C) IRM anatomique en vue sagittale d’un sujet sain. Différentes régions du corps calleux
sont identifiables sur des criteres morphologiques : le rostrum, le genou, le tronc et le
splénium (données personnelles). (D) Vue sagittale des fibres calleuses d’un sujet
reconstruites par tractographie et superposees sur I’IRM anatomique. La position des fibres au
sein du corps calleux dépend de leur territoire cortical d’origine (Extrait de Hofer and Frahm,
2006).
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topographie a été décrite chez le rongeur (Yorke and Caviness, 1975; Olavarria and van
Sluyters, 1986), le chat (Payne and Siwek, 1991; Matsunami et al., 1994), le singe (Pandya et
al., 1971) et I’humain (Figure 6D) (de Lacoste et al., 1985; Hofer and Frahm, 2006). Il existe
de plus une association étroite entre la composition histologique du CC et son organisation
topographique chez les primates. En effet, les régions du CC connectant les aires préfrontales
ainsi que les aires temporo-pariétales (qui sont des aires associatives supérieures) sont
caractérisées par une forte densité d’axones de petit diamétre et faiblement myélinisés, a
vitesse de conduction lente. Les régions du CC assurant la communication des cortex somato-
moteurs primaires et secondaires ainsi que des cortex visuels primaires présentent une faible
densité de fibres de diametre important, fortement myélinisées, a vitesse de conduction rapide
(Lamantia and Rakic, 1990b; Aboitiz et al., 1992; Aboitiz and Montiel, 2003). Ces éléments
histologiques suggerent qu’il existe des différences fonctionnelles dans I’intégration inter-

hémisphérique d’informations de nature différente.

3) Développement comparé du corps calleux chez les euthériens

Les axones du CC croisent la ligne médiane avant la naissance, au 15° jour de
développement embryonnaire (E15) chez la souris (Rash and Richards, 2001), autour de E38
chez le chat (Berbel and Innocenti, 1988), a E65 chez le singe rhésus (LaMantia and Rakic,
1990a) et autour de la 13° semaine de développement chez I’humain (Rakic and Yakovlev,
1968; Ren et al., 2006). Chez le rongeur comme I’humain, les premiers axones calleux a
croiser la ligne mediane proviennent du cortex cingulaire, et serviront par la suite
d’échafaudage pour guider les axones issus du néocortex (Koester and O'Leary, 1994; Rash
and Richards, 2001). Chez les rongeurs, le chat et le singe, le nombre d’axones calleux
augmente fortement au cours du développement embryonnaire, tandis qu’une réduction

drastique est observée dans les premiéres semaines et premiers mois suivant la naissance
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(O'Leary et al., 1981; Koppel and Innocenti, 1983; Berbel and Innocenti, 1988; LaMantia and
Rakic, 1990a). Il semble que cette diminution du nombre d’axones calleux soit due a
I’élimination de branches collatérales, et non pas a un processus de mort cellulaire (lvy and
Killackey, 1981; O'Leary et al., 1981; Innocenti et al., 1986; Chalupa and Killackey, 1989).
Par ailleurs, de nombreuses études se sont intéressées au processus de maturation des
projections calleuses, en particulier en ce qui concerne I’organisation laminaire, tangentielle
et topographique de ces connexions. Une question importante se pose : quelle est la relation
entre la période post-natale de diminution du nombre d’axones calleux et la maturation de ces
connexions ?

Chez le rat et le chat, I’organisation tangentielle des neurones calleux est immature a
la naissance. Les corps cellulaires et terminaisons des neurones calleux sont initialement
distribués de fagon continue au sein du néocortex. Il en résulte de nombreuses connexions
calleuses exubérantes, provenant et innervant de territoires corticaux qui seront dénués de
connexions a I’age adulte (Figure 7) (lvy et al., 1979; Innocenti and Caminiti, 1980;
Innocenti, 1981; Ivy and Killackey, 1981; Olavarria and Van Sluyters, 1985; Elberger, 1994a;
b; Ding and Elberger, 2001). L’apparition d’une organisation discontinue des connexions
calleuses, en régions discrétes ou « patchs », ne se fait qu’au bout de deux semaines de
développement chez le rongeur (lvy et al., 1979; Ivy and Killackey, 1981; O'Leary et al.,
1981; Olavarria and Van Sluyters, 1985; Ding and Elberger, 2001) et plusieurs mois chez le
chat (Innocenti and Caminiti, 1980; Innocenti, 1981). La diminution importante du nombre
d’axones calleux durant le développement post-natal reflete I’élimination des projections
exubérantes chez le rongeur et le chat. La maturation des projections calleuses est fortement
altérée dans des situations de privations sensorielles, et des projections exubérantes peuvent
alors étre maintenues a I’a4ge adulte. Ces experiences démontrent que la maturation post-

natale des projections calleuses est dépendante de I’activité neuronale évoquée par
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Figure 7. Maturation des connexions calleuses au cours du développement post-natal
chez le chat. Schéma représentant la distribution des corps cellulaires des neurones calleux
(points verts) au sein du cortex visuel apres injection d’un traceur rétrograde dans
I’hémisphére contralatéral a différents stades de développement. Dans la premiére semaine
suivant la naissance, les corps cellulaires de neurones calleux sont distribués dans I’ensemble
du cortex visuel. Au contraire, a trois mois, la plupart des corps cellulaires sont localisés au
niveau de la frontiere entre les aires 17 et 18 (indiquée par une fléche noire), ainsi qu’au

niveau du sillon supra-sylvien. P8 : jour post-natal 8 (extrait de Innocenti and Price, 2005).
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I’expérience sensorielle (Innocenti and Frost, 1979; Olavarria et al., 1987; Koralek and
Killackey, 1990).

Concernant I’organisation laminaire, celle-ci est immature chez la rat a la naissance,
les corps cellulaires des axones calleux étant initialement présents au niveaux des couches Va
et VI. Durant les deux premieres semaines de développement, le nombre de neurones situés
dans les couches profondes diminue, tandis que celui des couches superficielles augmente
(Olavarria and van Sluyters, 1986; Mizuno et al., 2007; Wang et al., 2007).

Au contraire de ce qui est observé chez le rongeur et le chat, I’organisation
tangentielle et laminaire des connexions calleuses du singe est mature deés la naissance. La
maturation des projections calleuses a lieu durant le dernier mois de développement
embryonnaire, et repose sur une élimination de collatérales plutét que sur un processus de
mort cellulaire (Killackey and Chalupa, 1986; Chalupa and Killackey, 1989).

Chez le rat et le singe, il semble que I’organisation topographique du corps calleux soit
acquise des la naissance, avant la phase d’élimination des axones calleux (Olavarria and van

Sluyters, 1986; LaMantia and Rakic, 1990a).

4) Génération des neurones calleux au cours du développement chez la souris
Les études génétiques réalisées sur les modéles murins ont permis de procéder a une
veritable dissection des mécanismes moléculaires régulant la génération et le développement
des neurones calleux. Nous commencerons dans un premier temps par décrire les mécanismes
de la formation du néocortex (néocorticogenese) chez la souris, avant de nous focaliser sur les
spécificités de la génération des neurones du corps calleux. Pour une revue exhaustive de ces

processus, voir (Molyneaux et al., 2007; Fame et al., 2011; Greig et al., 2013).
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a) Diversité des neurones du néocortex

Le néocortex des mammiferes est composé de deux grand types de neurones: les
interneurones sont tres majoritairement inhibiteurs, établissent des connexions locales et sont
générés par des progéniteurs localisés dans le télencéphale ventral (pour revue, voir (Corbin
and Butt, 2011)). Au contraire, les neurone dits « a projections » établissent des contacts avec
des cibles distantes, sont glutamatergiques (excitateurs) et sont générés au sein de zones
prolifératives du télencéphale dorsal (Greig et al., 2013). Les différents types de neurones a
projection du néocortex sont définis par un ensemble de propriétés morphologiques,
hodologiques, électrophysiologiques, ainsi que par leur position laminaire au sein du
néocortex. Selon ces critéres, on peut distinguer plusieurs classes de neurones a projections
(Figure 8) (pour revue, voir (Molyneaux et al., 2007; Greig et al., 2013)) :

- les neurones établissant des projections avec des cibles situées en dehors du néocortex sont
localisés dans les couches profondes (V/VI1) : on parle de projections corticofugales. Au sein
de cette population, on distingue les neurones corticothalamiques situés dans la couche VI et
les neurones a projections subcérébrales (neurones corticotectaux, corticopontiques et
corticospinaux) situés dans la couche V.

- les neurones calleux établissent des connexions entre les deux hémispheres via le corps
calleux. Ces neurones sont principalement localisés dans les couches superficielles (11/111), et
dans une moindre proportion dans les couches profondes (V/VI).

- les neurones dits «associatifs » établissent des connexions entre différentes régions
corticales au sein d’un méme hémisphere, et ils sont présents dans I’ensemble des couches
néocorticales.

Par la suite, nous nous intéresserons uniquement a la génération et a la spécification

des neurones a projections, avant de nous focaliser sur le cas précis des neurones calleux.
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Figure 8. Les différents types de neurones a projection du néocortex. (A) Schéma avec
vue sagittale du systeme nerveux central d’une souris adulte, représentant les différents types
de neurones corticofugaux. (B) Schéma avec vues frontales du systéme nerveux central d’une
souris adulte a différents niveaux selon I’axe rostro-caudal (indiqués en A), représentant les

projections calleuses, associatives et corticospinales. Th : thalamus ; TO : tectum optique.
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b) Progéniteurs néocorticaux des neurones a projections

Le mur dorso-latéral du télencéphale est initialement composé de cellules
neuroépithéliales indifférenciées se divisant rapidement. Vers E10.5, ces progéniteurs donnent
naissance a des cellules de la glie radiaire, formant ainsi la zone ventriculaire (ZV), lieu de
divisions symétriques actives des progéniteurs néocorticaux (Haubensak et al., 2004; Noctor
et al., 2004). Dans un deuxiéme temps (E12.5), les cellules de la glie radiaire donnent
naissance a d’autres catégories de progéniteurs : les progéniteurs intermédiaires (Sessa et al.,
2008) et la glie radiaire externe (Wang et al., 2011). Ces populations forment ensemble la
zone sub-ventriculaire (ZSV) (Noctor et al., 2004; Noctor et al., 2007). Ces différentes
catégories de progéniteurs sont caractérisées par leurs propriétés morphologiques ainsi que
leur rythme de divisions. La glie radiaire s’étend sur toute I’épaisseur du cortex, et sert
d’échafaudage aux neurones migrant au sein du cortex (Rakic, 1971). Les cellules de la glie
radiaire peuvent adopter différents types de division. La plupart des divisions sont
asymeétriques, et aboutissent a la formation d’une nouvelle cellule de la glie radiaire ainsi qu’a
une cellule fille de nature différente, qui peut étre un neurone ou un progéniteur intermédiaire
migrant alors vers la ZSV. Les divisions symétriques donnent naissance a deux nouvelles
cellules de la glie radiaire (Noctor et al., 2001; Noctor et al., 2004). Les progeniteurs
intermédiaires ont une morphologie multipolaire et ne sont pas ancrés a la surface apicale ou
basale du cortex. Ces derniers ont principalement un réle d’amplificateurs transitoires : ils
proliférent peu et donnent le plus souvent naissance a deux neurones par division symétrique,
contribuant ainsi a la formation de I’ensemble des couches corticales (Noctor et al., 2004;
Sessa et al., 2008; Kowalczyk et al., 2009). Les cellules de la glie radiaire externe se divisent
principalement de fagcon asymétrique, afin de se renouveler tout en produisant de nouveaux

neurones (Wang et al., 2011). Pour un schéma bilan, voir (Figure 9).
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c) Corticogeneése : génération séquentielle des différentes couches corticales

La pré-plaque se forme & E10.5 et donnera ensuite la zone marginale et la sous-plaque.
Entre les deux, la plaque corticale donnera naissance aux couches corticales successives selon
une architecture «a I’envers », les neurones nés les plus tard migrant au-dela de leurs
prédécesseurs pour atteindre les couches corticales les plus superficielles (Figure 9). Les
couches les plus profondes (VI et V) sont donc produites en premier, a partir de E12, puis
suivent les couches superficielles (1V, 11l et Il) & E14-E16 (Angevine and Sidman, 1961,
Rakic, 1974; Raedler and Raedler, 1978). A cette ségrégation temporelle de la génération des
couches profondes et superficielles, s’ajoute une ségrégation spatiale. Les neurones des
couches profondes proviennent principalement de divisions asymétriques de cellules de la glie
radiaire situées dans la ZV (Noctor et al., 2001). Au contraire, les couches superficielles sont
issues de progéniteurs intermédiaires se divisant de fagon symétrique dans la ZSV
(Haubensak et al., 2004; Nieto et al., 2004; Noctor et al., 2004; Noctor et al., 2007).

Quels sont les mécanismes responsables de la formation séquentielle des différentes
couches corticales? Selon un premier modele, I’ensemble des neurones néocorticaux
dériverait d’une unigque population dont les capacités mutlipotentes seraient de plus en plus
restreintes au cours du temps. Cette hypothése est notamment étayée par des expériences de
transplantation. Les progéniteurs néocorticaux les plus précoces (E11.5) donnent
majoritairement naissance a des neurones des couches profondes (V et VI), mais ils peuvent
aussi former des neurones des couches les plus superficielles lorsqu’ils sont transplantés dans
un embryon plus agé. Inversement, un progéniteur tardif (des couches superficielles)
transplanté dans un embryon plus jeune ne formera que des neurones des couches
superficielles (McConnell, 1988; Frantz and McConnell, 1996). De plus, des progéniteurs
cultivés in vitro donnent successivement naissance aux différentes populations de neurones

néocorticaux, et ce au méme rythme que leurs homologues in vivo. Autrement dit, ces cultures
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Figure 9. Génération séquentielle des différentes couches néocorticales. Différents types
de progéniteurs contribuent a la géenération séquentielle des six couches néocorticales selon un
motif «a I’envers » (inside-out), les neurones nés les plus tard migrant au dela de leur
predécesseurs pour atteindre les couches corticales les plus superficielles. NE : neuroepithelial
cell ; RG : radial glia; IP : intermediate progenitor ; oRG : outer radial glia; CR: Cajal-
Retzius ; SPN : subplate neurons; CThPN : corticothalamic projection neurons; SCPN :
subcerebral projections neurons ; GN : granular neurons ; CPN : callosal projection neurons.

(Extrait de Greig et al, 2013).
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in vitro reproduisent le développement et la génération séquentielle des différents types
neuronaux des progéniteurs néocorticaux in vivo, ce qui soutient I’idée de I’existence d’une
horloge intrinseque (Shen et al., 2006).

Selon un deuxiéme modéle, il existerait des populations de progéniteurs distinctes,
responsables de la génération des différents types de neurones néocorticaux. Les neurones des
couches profondes seraient ainsi générés par des progeéniteurs différents de ceux responsables
de la formation des neurones des couches superficielles. Plusieurs observations permettent
d’appuyer cette hypothése. Certains facteurs de transcription, tels que FEZF2, sont exprimés
dans les progéniteurs néocorticaux et la ZV et ZSV lors de la période de formation des
couches néocorticales profondes (E11-E13), puis leur expression est maintenue dans les
neurones de ces couches (Arlotta et al., 2005; Molyneaux et al., 2005). De facon similaire, les
facteurs CUX1, CUX2 et SVET sont exprimés dans la ZSV durant la formation des couches
superficielles, puis leur expression est maintenue dans les neurones post-mitotiques de ces
méme couches superficielles (Tarabykin et al., 2001; Nieto et al., 2004). Cependant, si
certaines études ont démontré que les progéniteurs exprimant CUX2 étaient présents durant
toute la phase de développement cortical, mais ne contribuaient qu’a la génération des
couches superficielles (Franco et al., 2012; Gil-Sanz et al., 2015), d’autres soutiennent que ces
progéniteurs sont pluripotents et participent a la formation de I’ensemble des couches (Eckler
etal., 2015).

En conclusion, il existe aujourd’hui une multitude de modéles intermédiaires entre les
deux extrémes que nous avons présentés, et nous pouvons retenir que la détermination des
progéniteurs néocorticaux dépend a la fois de facteurs extrinséques et intrinséques (Greig et

al., 2013).
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d) Spécification et développement des neurones calleux

Comme nous I’avons noté précédemment, il existe différentes populations de neurones
calleux en fonction de leur position laminaire dans le néocortex. Les neurones calleux des
couches profondes (V et VI) sont générés en méme temps que celles-ci, entre E12 et E13.5,
tandis que les neurones calleux des couches superficielles (qui représentent 80% des neurones
calleux) sont générés entre E14.5 et 16.5 par les progéniteurs intermédiaires de la ZSV
(Noctor et al., 2004; Noctor et al., 2007; Greig et al., 2013).

Au sein d’une population neuronale donnée, I’expression d’un programme génétique
specifique aboutit & I’acquisition d’un ensemble de caractéres qui définissent I’identité de
cette population. Les facteurs génétiques responsables de la spécification des neurones des
couches superficielles ne sont pas tous connus. De nombreux facteurs sont exprimés dans la
ZSV lors de la production des neurones des couches superficielles: parmi eux, SVET
(Tarabykin et al., 2001) et CUX2 (Nieto et al., 2004; Gil-Sanz et al., 2015) ont la particularité
d’étre aussi exprimés dans les neurones post-mitotiques des couches superficielles. Ces deux
facteurs pourraient donc jouer un r6le important dans la spécification des couches
superficielles. CUX2 intervient directement dans le controle du rythme des divisions
cellulaires au sein de la ZSV (Cubelos et al., 2008). BRN1 et BRN2 sont deux facteurs de
transcription co-exprimés dans les couches néocorticales I1-1V. Ils sont nécessaires a la
migration cellulaire, & I’organisation laminaire du néocortex, ainsi qu’a la formation des
couches superficielles (McEvilly et al., 2002; Sugitani et al., 2002; Dominguez et al., 2013).

SATB2 est I’un des principaux régulateurs de la spécification des neurones calleux.
SATB?2 est principalement exprimé dans les neurones des couches superficielles (Figure 10A,
10B). En I’absence de SATB2, le CC ne se forme pas (Figure 10C, 10D) : les neurones des
couches superficielles expriment alors de fagon ectopique CTIP2, un déterminant majeur de

I’identité des neurones de la couche V (Arlotta et al., 2005), et développent des projections
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Figure 10. Satb2 intervient dans la spécification des neurones calleux chez la souris. (A,
B) Coupes coronales de neocortex de souris & E18.5 avec un immuno-marquage anti-SATB2,
anti-CUX2 et anti-CTIP2. CUX2 est un marqueur des couches superficielles, tandis que
CTIP2 est un marqueur de la couche V. On remarque que I’expression de SATB2 est
relativement étendue a E18.5, ce dernier étant détecté dans les couches superficielles et dans
les couches profondes. ZI : zone intermédiare ; ZV : zone ventriculaire ; SVZ : zone sub-
ventriculaire (Extrait de Alcamo et al, 2008). (C, D) Coupes coronales de neocortex de souris
Sath2™* et Satb2” a E18.5 avec un marquage au crésyl violet. Le corps calleux est
extrémement réduit chez les mutants Satb2”, tandis que la commissure antérieure est
normale. CC : corps calleux ; CA : commissure antérieure (Extrait de Alcamo et al, 2008). (E)
Schéma représentant le réseau d’interactions réciproques entre les différents facteurs de
transcription impliqués dans la spécification des différentes couches néocorticales (Extrait de

Greig et al, 2013).
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vers des cibles subcérébrales (Alcamo et al., 2008; Britanova et al., 2008). La répression de
I’expression de Ctip2 est cruciale pour la formation du CC (Srivatsa et al., 2014). SATB2 et
SKI forment un complexe se liant directement a des régions régulatrices du géne Ctip2 afin
d’inhiber son expression par remodelement de la chromatine (Alcamo et al., 2008; Baranek et
al.,, 2012). SATB2 et CTIP2 apparaissent donc comme deux facteurs antagonistes,
mutuellement exclusifs, déterminant la spécification de deux populations néocorticales
distinctes au cours du développement (Figure 10E). Pourtant, plusieurs études ont observé
qu’une fraction de neurones des couches profondes co-expriment SATB2 et CTIP2 de fagon
transitoire au cours du développement embryonnaire, puis au cours du développement post-
natal (Alcamo et al., 2008; Britanova et al., 2008; Leone et al., 2015; Harb et al., 2016). Cette
co-expression transitoire au cours du développement précoce est nécessaire a la formation du
FCS (Leone et al., 2015), tandis qu’a des stades plus tardifs elle est associée a la formation de
deux populations distinctes de neurones calleux et de neurones cortico-pontiques (Harb et al.,
2016). Enfin, au-dela de la spécification des neurones calleux, SATB2 est directement
impliqué dans la régulation de I’expression de récepteurs de guidage axonal (Srivatsa et al.,

2014).

5) Développement des structures nécessaires a la formation du corps calleux

a) Fusion des hémisphéres au niveau de la ligne médiane du télencéphale

Au cours du développement précoce du systéme nerveux central, la partie rostrale du
cerveau est constituée d’une vésicule unique appelée prosencéphale. Le prosencéphale forme
ensuite le télencéphale et le diencéphale, processus marqué par le passage d’une structure a
une vésicule (prosencéphale) a une structure a deux vésicules (télencéphale). Cette
réorganisation du cerveau antérieur nécessite la fusion des deux hémispheres nouvellement

formés au niveau du septum, formant ainsi la ligne médiane du télencéphale. Cette étape est
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absolument critique, car elle fournira le substrat physique sur lequel les axones calleux (ainsi
que ceux des autres commissures) se développeront par la suite (Donahoo and Richards,
2009).

Les mécanismes moléculaires régulant la fusion des deux hémisphéres ne sont pas
bien connus. En revanche, il existe deux types de pathologies développementales associées a
des défauts de fusion des hémispheres : les holoprosencéphalies et la formation de kystes
inter-hémisphériques (Donahoo and Richards, 2009; Edwards et al., 2014).
L holoprosencéphalie est une séparation anormale des deux hémispheres cérébraux au cours
du développement, aboutissant a la formation d’une vésicule unique (Marcorelles and
Laquerriere, 2010). En conséquence, I’ensemble des structures de la ligne médiane, dont le
CC, est altéré. Au contraire, dans le cas de kystes inter-hémispheriques, la ligne médiane
séparant les deux hémisphéres est présente, mais elle est interrompue par une cavité. Selon les
cas, il semble que la présence de ces kystes puisse étre la cause ou la conséquence d’un
probléme de fusion des hémisphéres au niveau de la ligne médiane (Utsunomiya et al., 2006).

Les lignées de souris ayant des anomalies de fusion des deux hémispheres présentent
systématiquement des agénésies du CC, du fait de I’absence de substrat physique permettant
aux axones de croiser la ligne médiane (Bronson and Lane, 1990; Demyanenko et al., 1999;

Brouns et al., 2000; Wahisten et al., 2006).

b) Formation de la plague commissurale

La plague commissurale est définie comme un plan oblique du cerveau au sein duquel
les axones commissuraux des trois grandes commissures du télencéphale antérieur (corps
calleux, commissure hippocampique, commissure antérieure) croisent la ligne médiane. Cette
structure, initialement décrite chez I’humain, existe aussi chez la souris (Rakic and Yakovlev,

1968; Moldrich et al., 2010). De nombreux morphogénes sont nécessaires a la formation de la
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plaque commissurale et a sa subdivision en différents territoires : BMP, WNT, SHH, FGF8
(pour revue, voir (Moldrich et al., 2010; Suarez et al., 2014b)). La spécification des différents
domaines de la plaque commissurale est cruciale pour la formation des commissures du
cerveau antérieur. En effet, ces différentes zones de la plague commissurale, ainsi que leurs
frontiéres, définissent les points de passage des axones commissuraux selon I’axe dorso-
ventral. Des altérations de I’organisation de la plaque commissurale sont associées a des
malformations du CC (Smith et al., 2006; Tole et al., 2006; Moldrich et al., 2010; Benadiba et

al., 2012; Amaniti et al., 2013; Magnani et al., 2014).

6) Guidage des axones calleux au cours du développement

Pour une revue exhaustive, voir (Lindwall et al., 2007; Donahoo and Richards, 2009;
Chedotal, 2011). Pour un schéma bilan, voir (Figure 11).

Les facteurs qui permettent aux axones calleux de franchir la ligne médiane sont de
deux types. On peut distinguer d’un part les facteurs directs (ou cellulaire-autonomes) dont
I’expression et le fonctionnement correct au sein des axones calleux sont nécessaires a leur
développement. Il s’agit principalement des récepteurs de guidage axonal exprimés a la
membrane des cones de croissance des axones calleux. En conséquence, une altération de ces
facteurs dans les axones calleux est suffisante pour affecter leur développement. D’autre part,
les facteurs indirects (ou non cellulaires-autonomes) ne sont pas nécessaires au niveau des
axones calleux. L’altération de ces facteurs dans les axones calleux n’a pas d’effet sur leur
développement. 1l s’agit d’éléments impliqués dans la fusion des deux hémisphéres
cérébraux, ou dans la mise en place de populations neuronales et gliales, présentes au niveau

de la ligne médiane, que nous allons décrire dans le prochain paragraphe.
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a) Développement des structures de la ligne médiane

Les axones formant le CC franchissent la ligne médiane a un emplacement bien
spécifique au niveau de I’axe dorso-ventral du télencéphale, délimité par différentes structures
gliales et neuronales. Trois grandes populations gliales, caractérisées par I’expression de la
GFAP (Bignami and Dahl, 1974), ont ainsi été identifiées au niveau de la ligne médiane.
Tandis que I’indusium griseum (1G), est situé en position dorsale par rapport au CC, le « glial
wedge » (GW) et la « midline zipper glia » (MZG) sont eux localisés ventralement (Silver et
al.,, 1982; Shu and Richards, 2001). Le «subcallosal sling» (SCS) est une structure
neuronale située juste en dessous du CC (Shu et al., 2003b; Chedotal, 2011). Ces populations
gliales et neuronales nécessaires & la formation du CC, initialement identifiées chez le
rongeur, ont été retrouvées chez I’humain (Ren et al., 2006).

La MZG est située sous le CC, au niveau de la ligne médiane. Sur la base de sa
position anatomique, il a été proposé que la MZG joue un rdle important dans la fusion des
hémispheres cérébraux au niveau du septum lors du développement (Silver et al., 1982). Cette
étape est fondamentale, car elle crée le substrat anatomique sur lequel les axones du CC se
développeront ultérieurement. Le GW forme une barriere située en position ventro-latérale
par rapport au CC. 1l empéche les axones calleux de croitre ventralement dans le septum gréace
a la sécrétion de la molécule SLIT2, qui a un effet répulsif sur les axones calleux exprimant le
récepteur ROBO1 (Shu and Richards, 2001; Bagri et al., 2002; Shu et al., 2003c; Andrews et
al., 2006). L’IG est une structure gliale située en position dorso-médiale par rapport au CC,
exprimant aussi SLIT2 (Shu et al., 2003c). Le GW et I’'lG, situées de part et d’autre du CC,
permettent ainsi de contrdler finement I’emplacement dorso-ventral du chemin emprunté par
les axones calleux. Le SCS est une structure neuronale située immédiatement en-dessous du
CC (Shu et al., 2003b), et des altérations morphologiques de cette structure ont été associées a

une agénésie du CC, selon des mécanismes qui ne sont pas encore connus (Silver et al.,
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1982). Enfin, des études ont récemment démontré I’importance de populations de neurones
GABAergiques et glutamatergiques transitoires, disséminés au sein du CC, appelés neurones
de signalisation (« guidepost neurons »), participant au développement des axones calleux via
la sécrétion de facteurs de guidage a courte portée, notamment SEMA3C (Niquille et al.,
2009; Niquille et al., 2013).

La malformation de ces structures de la ligne médiane est souvent associée a une
agénésie (absence) ou dysgénésie (malformation) du CC, qui est alors une conséquence
secondaire de I’altération des populations citées dans le paragraphe précédent. Le récepteur 1
au FGF (FGFR1) est impliqué dans le développement des trois populations gliales de la ligne
médiane (IG, GW et MZP) (Smith et al., 2006; Tole et al., 2006). Chez les mutants FGFR1™,
I’absence de ces populations gliales est associée a une agénésie du CC. Cependant, les
mutants hétérozygotes FGFR1*" présentent aussi des anomalies de formation du CC, malgré
le développement apparemment normal des populations gliales de la ligne médiane (Tole et
al., 2006). Ceci suggere que FGFR1 pourrait étre directement impliqué dans le guidage des
axones calleux. La mutation des facteurs de transcription Nfia et Nfib est responsable de
défauts de formation du GW, de I’lG, ainsi que du SCS, anomalies associées a une agénésie
du CC (Shu et al., 2003a; Steele-Perkins et al., 2005; Piper et al., 2009b). Chez ces souris, les
axones calleux croissent ventralement dans le septum, ce qui est la conséquence d’une
diminution de la sécrétion de SLIT2 par le GW (Shu et al., 2003a; Piper et al., 2009b). En
plus de ce rble de guidage, les molécules SLIT interviennent aussi dans la mise en place de
I’IG (Unni et al., 2012). BPM7 est aussi impliqué dans la formation du GW, de I’lG et du
SCS. Son absence perturbe la formation de ces trois structures, et en conséquence les axones
calleux ne franchissent pas la ligne médiane (Sanchez-Camacho et al., 2011). La mutation du
facteur de transcription LHX2 induit une absence du GW, et en conséquence une agénésie

calleuse (Chinn et al., 2015). Les mutants JSAP1 présentent des anomalies de la formation du
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SCS, associées a une absence de CC (Ha et al., 2005). Nous avons évoqué précédemment
I’importance du facteur FGF8 dans le processus de formation de la plaque commissurale,
déterminant ainsi I’emplacement des futures commissures du télencéphale (Moldrich et al.,
2010). Il a été récemment montré que RFX3 module I’expression de FGF8 par le biais de
GLI3, permettant ainsi le développement normal des populations gliales et neuronales de la
ligne médiane impliquées dans la formation du CC (Benadiba et al., 2012; Amaniti et al.,
2013; Magnani et al., 2014).

L’ensemble de ces études ont permis: (i) de mieux comprendre les mécanismes
moléculaires impliqués dans le formation des populations gliales et neuronales de la ligne
médiane ; (ii) de démontrer I’importance de ces populations pour la formation du CC. Les
défauts de formation du CC chez ces mutants sont en grande majorité la conséquence
secondaire du développement anormal de populations cellulaires de la ligne médiane. Tandis
que I’altération de la MZG est potentiellement associée a des défauts de la fusion des deux
hémispheéres, il semble que le GW, I’lG et les neurones de signalisation interviennent dans la
formation du CC par le biais de la sécrétion de molécules de guidage (que nous aborderons
dans le prochain paragraphe). Enfin, il semble que le r6le précis du SCS ne soit toujours pas
élucidé. 1l est aussi important de noter que parmi les genes que nous avons évoqué, certains
jouent un double réle, a la fois dans la mise en place des populations de la ligne médiane (réle

indirect), et dans I’expression de récepteurs au niveau des axones commissuraux (réle direct).

b) Molécules de guidage au niveau de la ligne médiane

Dans ce paragraphe, nous allons nous intéresser aux récepteurs exprimés a la
membrane des axones calleux, et aux molécules sécrétées par diverses structures du systéme

nerveux central qui guident les axones calleux au niveau de la ligne médiane (Figure 11).
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Figure 11. Molécules impliquées dans la spécification et le guidage des neurones calleux.
Suite a la spécification des neurones calleux (1), ceux-ci quittent le néocortex et se dirigent
vers la ligne médiane (2), se séparant alors des neurones corticofugaux qui se dirigent vers la
capsule interne. Au niveau de la ligne médiane (3), de nombreuses molécules sécrétées par
des structures gliales et neuronales guident les axones calleux vers I’hémisphere contralatéral.
Une fois la ligne médiane franchie, d’autres facteurs moléculaires interviennent pour guider
les axones calleux vers leur cible (4). Ncx : néocortex ; VL : ventricule latéral ; IG : indusium

griseum ; GW : « glial wedge » ; MZG : « midline zipper glia ».

68



INTRODUCTION | 69

Les sémaphorines sont une famille de molécules de guidage qui jouent un réle
important dans le guidage des axones calleux au cours du développement. Elles agissent par
le biais de leur récepteur NEUROPILIN1 (NRP1), exprimé par les axones des neurones
pionniers du cortex cingulaire sous le controle de EMX1 (Ren et al., 2006; Piper et al., 2009b;
Lim et al., 2015). Les axones calleux du cortex cingulaire sont sensibles a deux types de
sémaphorines différentes : SEMA3A, exprimée selon un gradient décroissant latéro-médian, a
un effet répulsif sur les axones exprimant NRP1, et les oriente ainsi en direction de la ligne
médiane a leur sortie du néocortex (Zhao et al., 2011). Ces axones exprimant NRP1 sont au
contraire attirés par SEMA3C, qui est sécrétée par les neurones de signalisation
glutamatergiques situés a la ligne médiane (Gu et al., 2003; Niquille et al., 2009; Piper et al.,
2009b). Le développement des axones pionniers du cortex cingulaire joue un role important,
car ces derniers servent ensuite de guide aux axones du néocortex qui croisent la ligne
médiane 24h apres leur passage (Rash and Richards, 2001). C’est pourquoi I’altération du
guidage des neurones cingulaires, qui représentent pourtant une population réduite par rapport
a la totalité des neurones calleux, altere la formation de I’ensemble du CC (Niquille et al.,
2009; Piper et al., 2009b).

SLIT1 et SLIT2 sont des molécules de guidage exprimées par les cellules de I’IG et du
GW (Shu and Richards, 2001; Shu et al., 2003c), qui ont un effet répulsif sur les axones
calleux exprimant ROBO1/ROBO2. Cette interaction permet dans un premier temps de
positionner précisément les axones calleux selon I’axe dorso-ventral du télencéphale
lorsqu’ils arrivent & la ligne médiane. Dans un deuxiéme temps, aprées le croisement, cela leur
permet d’étre repoussés en dehors de la ligne médiane (Shu et al., 2003c). L’absence de
ROBO1/ROBO2 ou SLIT1/2 est responsable de dysgénésies du CC (Shu and Richards, 2001;

Bagri et al., 2002; Shu et al., 2003c; Andrews et al., 2006; Lopez-Bendito et al., 2007).
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La molécule de guidage WNT peut agir pas le biais d’une voie canonique qui fait
intervenir le récepteur FRIZZLEDS3, tandis que la voie non canonique se fait via le récepteur
RYK (Ciani and Salinas, 2005). Les mutants FRIZZLED3 présentent des altérations variables
du CC (Wang et al., 2002). RYK joue un double role vis-a-vis des axones calleux. Avant le
croisement, il permet la fasciculation des axones calleux. Aprés le croisement, il leur permet
de quitter la ligne médiane via I’action répulsive de la molécule WNT5A sécrétée par I’'1G et
le GW (Keeble et al., 2006).

La mutation du récepteur Eph de classe A (EphA5) cause des dysgénésie calleuses qui
ne semblent pas associées a des malformations des structures de la ligne médiane (Hu et al.,
2003). Les ephrins de classe B et leurs récepteurs Eph sont exprimés dans le CC ainsi que
dans les structures gliales de la ligne médiane. Des mutations isolées ou combinées des
molécules de cette voie de signalisation sont responsables d’un spectre d’anomalies calleuses
allant de I’hypoplasie a I’agénésie compléte (Mendes et al., 2006; Robichaux et al., 2016).
Cette absence de CC pourrait étre due a des défauts de guidage directs, ainsi qu’a des
anomalies de développement des cellules gliales de la ligne médiane (Mendes et al., 2006).

DRAXIN est une molécule de guidage répulsive, interagissant avec le récepteur DCC,
exprimée par les cellules gliales entourant le CC, et dont I’absence cause des agénésies du CC
(Islam et al., 2009; Ahmed et al., 2011).

Les mutants Dcc”™ et Netrinl”™ présentent tous deux une agénésie compléte du CC
(Serafini et al., 1994; Fazeli et al., 1997). De plus, DCC est exprimé dans les axones calleux
lorsque ces derniers croisent la ligne médiane (Shu et al., 2000), tandis que NETRIN1 est
exprimée a la ligne médiane du télencéphale dorsal (Serafini et al., 1994). Si I’importance du
couple DCC/NETRINL1 dans la formation du CC est donc connue depuis longtemps, ce n’est
que récemment que leurs fonctions précises ont été élucidées. NETRINL joue en fait deux

roles distincts vis-a-vis des axones pionniers du cortex cingulaire et du néocortex. NETRIN1
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attire directement les axones cingulaire exprimant DCC. En revanche, NETRINL1 participe au
guidage des axones néocorticaux en masquant I’interaction répulsive entre SLIT2 et ROBO1,
par le biais d’une interaction entre ROBO1 et son récepteur DCC (Fothergill et al., 2014). Un
autre récepteur de NETRIN1, UNC5C, est impliqué dans le guidage des axones calleux a la
ligne médiane. Alors que la NETRIN a un effet attractif sur les axones exprimant DCC, elle a
au contraire un effet répulsif sur les axones co-exprimant DCC et UNC5C (Hamelin et al.,
1993; Colamarino and Tessier-Lavigne, 1995). Les facteurs de transcription SATB2 et CTIP2
inhibent respectivement les récepteurs DCC et UNS5C. Les neurones calleux exprimant
SATB2 présentent ainsi de forts niveaux de UNCS5C et de faibles niveaux de DCC. Les
neurones sub-cérébraux exprimant CTIP2 présentent un profil d’expression opposé. Ces deux
profils d’expression pourraient déterminer des comportements distincts vis-a-vis d’une source
de NETRINL1 située ventralement: cela permettrait d’attirer les axones sub-cérébraux,
exprimant CTIP2 (et donc DCC), tandis que les axones des neurones exprimant SATB2 (et
donc UNCS5C) seraient repoussés, et se dirigeraient vers la ligne médiane (Srivatsa et al.,
2014). Le phénotype des mutants Sath2” étaye cette hypothése. En effet, chez ces mutants,
les axones calleux ne sont pas blogués a la ligne médiane, mais sont anormalement dirigés
vers la capsule interne ou la commissure antérieure (Alcamo et al., 2008; Britanova et al.,
2008). Ainsi, ce n’est pas juste le croisement de la ligne médiane qui est altéré chez les
mutants Satb2”, mais une étape plus précoce, qui détermine I’orientation des axones

néocorticaux vers la ligne médiane ou vers des cibles subcérébrales.

c) Mécanismes cellule-autonomes et non cellule-autonomes impliqués dans le

développement du CC

Il est admis que DCC et NETRIN1 jouent un role direct dans le guidage des axones

calleux au niveau de la ligne médiane (Fothergill et al., 2014). Cependant, le phénotype des
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mutants Dcc” et Netrin1™” révéle la présence d’un kyste au niveau de la ligne médiane, a
I’emplacement ou les axones du CC devraient croiser la ligne médiane (voir Figure 2)
(Hakanen and Salminen, 2015). Nous avons vu précédemment que de tels kystes pouvaient
étre dus a des défauts de fusion des deux hémisphéres cérébraux. En accord avec cette
hypothese, il a été proposé que NETRIN1 contribue & la fusion des deux hémispheres au
cours du développement en contrélant I’élimination d’une population de cellules lepto-
méningées située au niveau de la ligne médiane (Hakanen and Salminen, 2015). Ainsi, il se
peut qu’en plus de leur role de guidage cellule-autonome, DCC et NETRINL1 soient aussi
impliqué dans le processus de fusion inter-hémisphérique au niveau du septum. D’autres
molécules, que nous avons citées précédemment, assurent un tel « double-jeu », contribuant a
la formation du CC par des mécanismes a la fois cellule-autonomes et non cellule-autonomes.
C’est le cas de Nfib, qui participe a la mise en place des structures gliales de la ligne médiane,
mais qui régule aussi I’expression de NRP1 au niveau des axones calleux du cortex cingulaire
(Piper et al., 2009a). De méme, les molécules SLIT interviennent dans le guidage des axones
calleux exprimant ROBO1, mais elles participent aussi au développement de I’lG (Unni et al.,
2012). Enfin, méme si cela n’a pas été démontré formellement, plusieurs éléments suggérent
que FGFR1 participe non seulement a la formation des populations gliales de la ligne
médiane, mais qu’il ait aussi un réle cellule-autonome dans le guidage des axones calleux

(Tole et al., 2006).

d) Role de la microglie

La plupart des cellules de signalisation impliquées dans le guidage axonal sont des
cellules gliales ou des neurones. Cependant, des études récentes ont mis en lumiere le réle
d’une population dont I’implication dans le guidage axonal était jusqu’alors insoupgonnée : la

microglie. Les cellules microgliales sont les « macrophages » du systeme nerveux central.
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Au-dela de leur role dans le contrble de I’homeostasie cérébrale et la lutte contre les agents
infectieux, leur implication dans le développement du systéeme nerveux central est de plus en
plus étudiée (pour revue, voir (Squarzoni et al., 2015)). Le CC ne fait pas exception : la
perturbation des populations microgliales au cours du développement engendre des défauts du

fasciculation du CC (Pont-Lezica et al., 2014).

e) Role de la matrice extracellulaire

Plusieurs éléments indiquent un rdle des héparanes sulfates (HS) dans le
développement du CC. Les HS sont des polysaccharides sulfatés qui peuvent étre ajoutés de
facon covalente a la surface cellulaire ou a des protéines de la matrice extracellulaire, les
protéoglycanes. Ces derniers jouent un r6le fondamental dans le guidage axonal (pour revue,
voir (Masu, 2015)). L’inhibition de la synthese des HS par la suppression de I’enzyme EXT1
cause une agénésie compléete du CC (Inatani et al., 2003). D’autres études se sont intéressées
aux motifs de sulfatation des HS, et a leur r6le dans la formation du CC. La mutation
d’enzymes responsables de la sulfatation des HS (les héparane sulfotransférases, telles que
HS2ST ou HS6ST1) est responsable d’un positionnement anormal du GW et de I’lG au cours
du développement, entrainant des malformations séveres du CC (Conway et al., 2011; Clegg

etal., 2014).

f) L’établissement des connexions dans I’hémisphere contralatéral

Comme vu précédemment, la distribution des terminaisons des axones calleux n’est
pas uniforme au sein du cortex. Les axones calleux établissent des connexions entre des
régions des deux hémispheéres selon un double spécificité, laminaire et tangentielle. Ainsi, une
fois la ligne médiane franchie, encore faut-il que les axones calleux atteignent leur région

cible dans I’hémisphere contralatéral.
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Une étude récente a démontré que le site de projection des axones calleux dans
I’hémisphére contralatéral est déterminé par leur position au sein du CC, et que cette
organisation est régulée par une interaction entre NRP1 et SEMA3A (Zhou et al., 2013).

Des études récentes se sont intéressées au role de I’activité intrinséque, spontanée, des
neurones calleux au cours du développement. L’utilisation d’électroporations in utero permet
de procéder a un marquage des neurones calleux tout en réduisant leur activité électrique
spontanée ou leur transmission synaptique (Mizuno et al., 2007; Wang et al., 2007). La
diminution de I’activité électrique spontanée des neurones calleux ou de leur cible aboutit a
des défauts de guidage des axones au niveau de I’hémisphére contralatéral (Suarez et al.,
2014a), ainsi qu’a des anomalies de croissance, d’arborisation et de distribution laminaire des
terminaisons calleuses au sein du néocortex (Mizuno et al., 2007; Wang et al., 2007; Mizuno
etal., 2010).

De nombreuses expériences de privation sensorielle ont démontré I’importance de
I’activité neuronale évoquée par I’expérience sensorielle pour la maturation et le maintien de
la double spécificité laminaire/tangentielle des connexions calleuses (Innocenti and Frost,
1979; 1980; Olavarria et al., 1987; Frost and Moy, 1989; Koralek and Killackey, 1990). Deux
études récentes ont démontré que la symétrie des afférences sensorielles est nécessaire a
I’établissement des projections calleuses au niveau de la frontiere S1/S2 dans le cortex
somatosensoriel de la souris (Huang et al., 2013; Suarez et al., 2014a). En I’absence de cette
symétrie d’activité, aucune projection calleuse ne se développe a la frontiere S1/S2. Ces
expériences démontrent qu’en plus de son réle connu dans la maturation des projections
calleuses, I’activité évoquée par I’expérience sensorielle est aussi impliquée dans le guidage
des axones calleux vers leur région cible dans I’hémisphére contralatéral (Suarez et al.,

2014a).
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L’ensemble de ces études démontre un rble de I’activité neuronale, spontanée et
évoquée, dans la formation du CC, que ce soit le guidage des axones calleux vers leur cible
contralatérale (Huang et al., 2013; Suarez et al., 2014a), ou leur développement au sein du
néocortex de la région cible (Mizuno et al., 2007; Wang et al., 2007; Mizuno et al., 2010). La
facon dont I’activité neuronale intervient dans le développement et le guidage des axones
calleux n’est pas encore claire. Cependant, différentes études ont fourni des pistes pour
répondre a cette question, en révélant que I’activité neuronale spontanée peut moduler la
réponse de cones de croissance a des molécules de guidage (Hanson and Landmesser, 2004;

Nicol et al., 2007; Mire et al., 2012).

7) Pathologies développementales du corps calleux chez I’humain

L’agenésie du corps calleux chez I’humain (AgCC) est une anomalie
développementale ayant pour conséquence une absence totale (agénésie compléte) ou partielle
(agénésie partielle) du corps calleux, ou une réduction de sa taille (hypoplasie) (Figure 12). Le
nombre d’anomalies génétiques et de syndromes cliniques complexes associés avec des
AgCC est extrémement important. En effet, il s’agit de la malformation du cerveau la plus
courante, avec une incidence de 1 pour 4000 naissances (Paul et al., 2007; Edwards et al.,
2014).

Les AgCC sont un ensemble d’anomalies développementales hétérogenes. Les AgCC
dites « primaires » sont des atteintes isolées du CC, mais elles sont le plus souvent associées a
d’autres anomalies développementales (Paul et al., 2007; Edwards et al., 2014). Les causes
d’AgCC peuvent étre génétiques ou environnementales, comme dans le cas du syndrome
d’alcoolisation feetal (Roebuck et al., 1998). Parmi les formes génétiques d’AgCC, de
nombreuses formes semblent étre sporadiques, rendant les études génétiques difficiles

(Schell-Apacik et al., 2008). Parmi les 40% de formes génétiques identifiées, celles dues a des
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Figure 12. Différentes anomalies développementales du corps calleux chez I’humain.
Vues sagittales et frontales (A, B, D, E) ou axiales (C) d’IRM anatomiques réalisées chez des
sujets sains et des patients atteints d’anomalies développementales du CC. (A) Sujet sain
(données personnelles). (B) Agénésie complete du CC. Les astérisques indiquent
I’emplacement normal du CC (Extrait de Edwards et al, 2014). (C) Agénésie partielle du CC.
Seuls le bec du CC est présent (Extrait de Wabhl et al 2009). (D) Hypoplasie du CC. Toutes les
parties du CC sont présentes, mais sa taille est fortement diminuée (Extrait de Edwards et al,
2014). (E) Patient atteint de MMC. L’anatomie du CC est normale (données personnelles).

CC : corps calleux. Les fleches blanches indiquent I’emplacement du CC.
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mutations monogéniques (environ 30%) ont grandement contribué a une meilleure
compréhension des mécanismes moléculaires responsables de cette pathologie.

On peut classer les AgCC sur la base de I’étape développementale dont le
dysfonctionnement mene a I’anomalie (Barkovich et al., 2012). On distingue ainsi les AgCC
dues a des défauts : (i) de prolifération neuronale/gliale ; (ii) de spécification ou migration ;
(iii) de spécification des structures de la ligne médiane ; (iv) de guidage ; (iv) d’événements
intervenant aprés la phase de guidage axonal. Pour une revue exhaustive des pathologies
associées a des AgCC, voir (Edwards et al., 2014).

Tandis que les agénésies complétes du CC sont associées a une absence totale de
connexions entre les deux hémisphéres (Figure 12B), une partie des projections calleuses sont
épargnées dans le cas des agénésies partielles (Figure 12C). Des connexions homotypiques
sont maintenues, en fonction de la partie du CC qui est épargnée. De nombreux patients
présentent des connexions hétérotypiques aberrantes : on parle de « fibres sigmoides », qui
connectent des régions frontales antérieures avec des aires pariéto-occipitales de I’hémisphere
opposé (Wahl et al., 2009).

Etant donné la grande diversité de la sévérité phénotypique des AgCC et de leurs
causes génétiques, il n’est pas étonnant que le spectre d’anomalies comportementales
correspondant puisse inclure des sujets asymptomatiques, ainsi que des patients souffrant de
déficits comportementaux légers ou de graves problémes neurologiques. De nombreuses
études se sont initialement intéressées aux syndromes dits de « déconnexion », qui se
manifestent par une absence de transfert d’information entre les deux hémispheéres, ainsi
qu’une absence d’intégration des informations sensori-motrices présentées indépendamment
aux deux hémispheres (Bloom and Hynd, 2005). Une deuxiéme catégorie de troubles
regroupe les anomalies cognitives, comportementales et psychiatriques. Dans le cas des

AgCC primaires, les conséquences cognitives sont étonnamment réduites, et la plupart des
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individus atteints présentent un QI dans la normale (Chiarello, 1980). En revanche, ces
patients peuvent présenter des altérations des fonctions du langage, une forme d’inaptitude
sociale, une diminution de la conscience de soi. Enfin, les AgCC peuvent aussi étre associées
a différentes maladies psychiatriques (Paul et al., 2007).

Il est étonnant de remarquer que si plusieurs éléments semblent indiquer une
dysfonction du CC chez les patients atteints de MMC, les MM ne sont pas un symptome
couramment associé aux AgCC (Lepage et al., 2012). Des déficits de coordination bimanuelle
ont été décrits chez des patients souffrant d’AgCC, mais leur capacité de réaliser des
mouvements latéralisés semble intacte (Mueller et al., 2009). Des anomalies micro-
structurelles du CC ont été décelées chez les patients atteints de MMC, mais il s’agissait
d’altérations subtiles, ne modifiant pas la morphologie globale du CC (Figure 12E) (Gallea et

al., 2013).

B. Revue de la littérature 2: Le faisceau corticospinal, évolution,

développement et pathologies humaines (soumis)

Le faisceau corticospinal est I’une des principales voies responsable de la motricité
volontaire chez les mammiferes. Des anomalies développementales du FCS ont été associées
aux MM. En particulier, le guidage du FCS a la ligne médiane, au niveau de la décussation
pyramidale puis dans la moelle, est un enjeu crucial pour assurer la latéralisation du controle
moteur. Dans cette revue, nous nous sommes intéresses a I’évolution, au développement et

aux pathologies du FCS, en portant une attention particuliére a la décussation pyramidale.
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ABSTRACT

The corticospinal tract (CST) plays a major role in cortical control of spinal cord activity. In
particular, it is the principal motor pathway for voluntary movements. Here, we discuss: (i)
the anatomic evolution and development of the CST across mammalian species, focusing on
its role in motor functions; (ii) the molecular mechanisms regulating corticospinal tract
formation and guidance during mouse development; and (iii) human disorders associated with
abnormal CST development.

A comparison of CST anatomy and development across mammalian species first highlights
important similarities. In particular, most CST axons cross the anatomical midline at the
junction between the brainstem and spinal cord, forming the pyramidal decussation.
Reorganization of the pattern of CST projections to the spinal cord during evolution led to
improved motor skills. Studies of the molecular mechanisms involved in CST formation and
guidance in mice have identified several factors that act synergistically to ensure proper
formation of the CST at each step of development. Human CST developmental disorders can
result in a reduction of the CST, or in guidance defects associated with abnormal CST
anatomy. These latter disorders result in altered midline crossing at the pyramidal decussation
or in the spinal cord, but spare the rest of the CST. Careful appraisal of clinical manifestations
associated with CST malformations highlights the critical role of the CST in the lateralization

of motor control.

Key words: pyramidal tract; axon guidance; mirror movements; development; movement

disorders.
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INTRODUCTION

The corticospinal tract (CST) is a complex system with multiple functions that share one
characteristic, namely cortical control of spinal cord activity (Lemon and Griffiths, 2005;
Lemon, 2008). These functions include the control of afferent inputs, spinal reflexes, and
motor neuron activity (Lemon and Griffiths, 2005). The CST is of paramount importance in
the motor system, as it mediates voluntary distal movements. The CST appeared in mammals,
and is closely linked to the development of skilled voluntary movements through evolution
(Heffner and Masterton, 1983; Davidoff, 1990; Vulliemoz et al., 2005; Schieber, 2007). The
anatomy of the CST shows marked similarities across mammalian species. Importantly, most
CST axons cross the anatomical midline at the junction between the brainstem and spinal
cord, forming the pyramidal decussation. This is of critical importance for CST functions, as
it means the left side of the brain controls the right side of the spinal cord, and vice versa.

This review examines current knowledge of CST anatomy and development in mammals,
focusing on its role in motor functions. We then outline the molecular and genetic factors that
govern the generation and development of the rodent CST. Finally, we discuss human CST

developmental disorders.

OVERVIEW OF THE CORTICOSPINAL TRACT ACROSS EVOLUTION

Cortical areas contributing to the CST

The majority of CST axons originate from pyramidal cells located in the inferior part of
cortical layer V in the primary motor and sensory cortex (M1 and S1), while other cortical
regions make smaller contributions (Nudo and Masterton, 1990). In rodents, CST axons
originate from motor, somatosensory, parietal, cingulate, visual and prefrontal regions

(Miller, 1987; Akintunde and Buxton, 1992; Tennant et al., 2011; Kamiyama et al., 2015). In
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cats, M1, S1, as well as the secondary sensorimotor cortices (S2), make major contributions to
the CST (Armand and Kuypers, 1980). In monkeys, electrophysiological and histological
studies have provided a precise description of the cortical territories that give rise to CST
projections, and their relative contributions, as follows: M1 40%, supplementary motor area
(SMA) 15%, S1 and S2 25%, cingulate cortex 10%, and insula 1% (Russell and Demyer,
1961; Biber et al., 1978; Macpherson et al., 1982; Toyoshima and Sakai, 1982; Dum and
Strick, 1991; Luppino et al., 1991; Galea and Darian-Smith, 1994; Dum and Strick, 1996;
Maier et al., 2002). In humans, intraoperative electrical stimulation of both the pre- and post-
central gyri can elicit motor responses (Uematsu et al., 1992; Haseeb et al., 2007). A study of
a patient with surgical ablation of the precentral gyrus suggested that this region accounts for
approximately 60% of CST axons (Jane et al., 1967). The advent of non-invasive imaging
technologies such as diffusion tensor imaging (DTI) has improved our understanding of CST
anatomy in healthy subjects. The CST arises principally from M1 and S1, and also from the
SMA and the ventral and dorsal premotor cortices (PMC) (Zilles et al., 1995; Newton et al.,
2006; Kumar et al., 2009; Seo and Jang, 2013; Jang, 2014). DTI was recently used to quantify
the contributions of different cortical areas to the CST: M1, S1, SMA and PMC were found to
account for respectively 37%, 32%, 25% and 7% of CST axons (Seo and Jang, 2013). In all
mammals, the CST arises from a large territory that extends far beyond the primary motor
cortex. This supports the view that the CST is not solely involved in motor functions (Lemon

and Griffiths, 2005).

CST trajectory from the cortex to the spinal cord

The trajectory of CST axons from the neocortex to the caudal medulla is conserved across
mammals. After leaving the neocortex, CST axons form bundles and run through the internal

capsule and cerebral peduncles before reaching the brainstem in a ventral position. CST axons
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maintain their ventral position (forming the pyramids) until they reach the caudal part of the
medulla. At the junction between the brainstem and spinal cord, the vast majority of CST
axons cross the midline and pass from a ventral to a dorsal position, forming the pyramidal
decussation, before continuing their trajectory in the contralateral spinal cord (Armand, 1982).
There are some exceptions to this rule, however: the CST is uncrossed in hedgehogs for
example (Nudo and Masterton, 1990). Likewise, in some species the decussation is not found
at the level of the caudal medulla, being located instead in the pons in Tachyglossus (Goldby,
1939), in the high medulla in pangolins and chiroptera (Chang, 1944) and in the spinal cord in
moles and Procavia (Linowiecki, 1914; Verhaart, 1967). In elephants and goats, the CST
projects to both sides of the spinal cord (Verhaart, 1963; Haartsen and Verhaart, 1967).

The proportion of CST axons that cross the midline varies across species, ranging from 80%
to 95% in rodents (Schreyer and Jones, 1982; Rouiller et al., 1991; Joosten et al., 1992), to
90% in cats (Armand and Kuypers, 1980), 85-90% in rhesus and macaque monkeys (Galea
and Darian-Smith, 1994; Galea and Darian-Smith, 1995; Lacroix et al., 2004; Rosenzweig et
al., 2009) and 75-90% in humans, with marked inter-individual differences (Davidoff, 1990;
Nathan et al., 1990; Jang, 2014). CST axons crossing the midline in the spinal cord have been
described in humans and monkeys (Nathan et al., 1990; Lacroix et al., 2004; Rosenzweig et
al., 2009) and, to a lesser extent, in rodents (Rouiller et al., 1991).

The location of the CST in the spinal cord differs from one species to another. In rodents,
monotremes and marsupials, the crossed CST is located in the most ventral part of the dorsal
funiculus (Figure 1A) (Kuypers, 1981). The uncrossed CST runs in the ventral funiculus in
rodents (Figure 1A) (Joosten et al., 1992; Uematsu et al., 1996; Brosamle and Schwab, 1997),
and in the dorso-lateral funiculus in marsupials (Martin et al., 1970; Martin et al., 1972). In
carnivores and primates (including cats, monkeys and humans), the crossed CST is located in

the dorso-lateral funiculus of the spinal cord, contralateral to the hemisphere of origin (Figure
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1B-C) (Kuypers, 1981). By contrast, the uncrossed CST can be found in the ventral and
dorso-lateral funiculi of the ipsilateral spinal cord (Figure 1B-C) (Davidoff, 1990; Nathan et
al., 1990; Galea and Darian-Smith, 1994; Lacroix et al., 2004; Vulliemoz et al., 2005;
Rosenzweig et al., 2009; Oudega and Perez, 2012; Jang, 2014). Despite different sizes and
locations in the spinal cord, the crossed and uncrossed CSTs originate from the same cortical
regions (Galea and Darian-Smith, 1994; Brosamle and Schwab, 1997; Lacroix et al., 2004).
The crossed CST is mainly involved in fine movements of the distal extremities, while the
uncrossed CST targets motor neurons innervating the proximal or axial musculature
(Brinkman and Kuypers, 1973; Davidoff, 1990; Nathan et al., 1990; Bawa et al., 2004,

Vulliemoz et al., 2005).

CST termination pattern in the spinal cord

In the spinal cord, CST axons leave the white matter tract to enter the gray matter at cervical
and lumbar enlargements, eventually transmitting motor commands to the fore and hind
limbs. The CST termination pattern in the gray matter of the spinal cord switched from a
dorsal to a ventral position during mammalian evolution. In rodents and cats, the crossed CST
terminations are mainly located in the dorsal and intermediate horns of the contralateral spinal
cord (Rexed’s laminations I-VII), and the projection pattern of the uncrossed CST on the
ipsilateral spinal cord is similar (Figure 1A, B) (Nyberg-Hansen and Brodal, 1963; Flindt-
Egebak, 1977; Kuypers, 1982; Cheema et al., 1984; Brosamle and Schwab, 1997; Yang and
Lemon, 2003). In monkeys and humans, crossed CST terminations are mostly found in the
contralateral intermediate and ventral horns (Figure 1C, D) (Rexed’s laminations V-VIII and
IX) (Kuypers, 1982; Nathan et al., 1990; Bortoff and Strick, 1993; Armand et al., 1994; Galea
and Darian-Smith, 1994; Dum and Strick, 1996; Armand et al., 1997; Lacroix et al., 2004;

Rosenzweig et al., 2009; Morecraft et al., 2013). In monkeys, the uncrossed CST projects to
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the intermediate and ventral zone of the ipsilateral spinal cord (laminae VII-VIII), but very
few terminations are seen in lamina IX (Figure 1C) (Ralston and Ralston, 1985; Dum and
Strick, 1996; Rosenzweig et al., 2009; Morecraft et al., 2013).

Consistent with these observations, direct corticospinal connections to motor neurons located
in the ventral horn in the lamina IX (namely direct cortico-motoneuronal connections) are
absent in non-primates such as cats (lllert et al., 1976), rats (Yang and Lemon, 2003;
Alstermark et al., 2004) and mice (Alstermark and Ogawa, 2004), although it was recently
shown that such direct connections might exist during a narrow developmental window in rats
(Maeda et al., 2016). In cats, rats and mice, motor commands conveyed by the CST are
eventually transmitted to forelimb motoneurons by segmental interneurons and propriospinal
neurons (Lemon and Griffiths, 2005; Lemon, 2008). By contrast, direct cortico-motoneuronal
connections are a specific feature of primates. In monkeys with strong cortico-motoneuronal
connections, transmission of motor commands via the propriospinal system is reduced, and
vice versa (Maier et al., 1998; Nakajima et al., 2000). In humans, anatomical (Kuypers, 1964)
and electrophysiological data (Palmer and Ashby, 1992; Baldissera and Cavallari, 1993; de
Noordhout et al., 1999) support the existence of direct cortico-motoneuronal connections.
Direct cortico-motoneuronal connections have been described in distal muscles (de
Noordhout et al., 1999), but appear to be very sparse in proximal muscles (Palmer and Ashby,
1992). The neuronal substrate of motor command transmission has thus evolved in mammals.
Direct cortico-motoneuronal projections have gradually replaced the propriospinal system,
resulting in more advanced hand function and manual dexterity (Heffner and Masterton,
1983; Bortoff and Strick, 1993; Maier et al., 1998; Nakajima et al., 2000; Lemon and
Griffiths, 2005; Lemon, 2008).

The termination pattern of CST axons in the spinal gray matter depends on the cortical

territory from which they originate, further stressing the different roles of this pathway. In
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monkeys and cats, projections from the somatosensory cortex principally target the dorsal
horn of the contralateral spinal cord and are thus likely to be involved in descending control
of afferent inputs (Kuypers, 1981; Cheema et al., 1984; Armand et al., 1985; Ralston and
Ralston, 1985; Martin, 1996). By contrast, CST axons originating from motor areas project
mainly to the contralateral intermediate zone and, in monkeys, to the ventral horn (Cheema et
al., 1984; Armand et al., 1994; Dum and Strick, 1996; Martin, 1996; Morecraft et al., 2013).
In monkeys, several frontal regions project to the contralateral ventral horn, but projections

from M1 are the most dense (Dum and Strick, 1996; Maier et al., 2002).

Comparative CST development across species: establishment of the mature pattern of CST

projection to the spinal cord

Because the brains of different species develop and mature at different rates, care must be
taken when comparing neurological development in mammals. Mammals can be divided into
"precocial™ and "altricial” species according to their degree of maturity and neurological
development at birth. Neural altriciality/precocialty have been defined on the basis of two
neonatal criteria: brain size (Sacher and Staffeldt, 1974) and brain myelination (Gibson,
1991). In this classification, rodents and cats are altricious, as their brains are relatively small
and unmyelinated at birth. Old World monkeys, such as rhesus monkeys, are precocious: their
brain is heavily myelinated and is already 65% of its adult size at birth. Humans are an
intermediate case, the neonatal brain being moderately myelinated and only 25% of its adult
size (Sacher and Staffeldt, 1974; Gibson, 1991). Thus, nervous system maturation takes place
mostly before birth in Old World monkeys, but during postnatal development in humans and
altricious species.

In mice, CST axons reach the brainstem at E17 (embryonic day 17) and the caudal medulla at

E19. At post-natal day 0 (P0), CST axons cross the midline and enter the spinal cord, reaching
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the lower cervical, thoracic and lumbar levels at P2, P5 and P9, respectively. Gray-matter
innervation starts two days after CST axons arrive at the cervical enlargement (Gianino et al.,
1999; Canty and Murphy, 2008). In cats, the CST enters the spinal cord around the 7" week
of gestation, and has reached the lumbar spinal cord by birth (Alisky et al., 1992). In non-
human primates such as macaques, the CST has reached all levels of the spinal cord at birth
(after 21 weeks of gestation), although gray-matter innervation is not complete (Armand et
al., 1994; Galea and Darian-Smith, 1995; Armand et al., 1997). In humans, CST axons reach
the lower part of the cervical spinal cord by 24 weeks post-conception, and gray matter
innervation begins a few weeks later (Eyre et al., 2000; Eyre, 2007).

At early developmental stages, the CST establishes large, non specific connections that are
later refined. In rodents and macaques, the cortical territories giving rise to the CST are larger
at birth than in adulthood. In rodents, layer-V neurons from the medial prefrontal cortex and
visual cortex initially project to the spinal cord, and neurons originating from the motor cortex
make aberrant collateral projections to the optic tectum (Figure 2A). These transient
projections are later eliminated (Stanfield et al., 1982; Stanfield and O'Leary, 1985; Joosten
and van Eden, 1989; Galea and Darian-Smith, 1995; Luo and O'Leary, 2005).

Studies of rodents and cats show that the CST first innervates the ventral, intermediate and
dorsal spinal cord. This pattern is largely refined during post-natal development, with the
elimination of CST projections to the ventral horn (Figure 2B) (Alisky et al., 1992; Curfs et
al., 1994; Li and Martin, 2000; Canty and Murphy, 2008). In macaques, CST projections
originating from M1 are distributed in the same regions of the spinal cord gray matter in
newborns and adults, although their density increases markedly with age (Armand et al.,
1994; Armand et al., 1997).

In humans, cats and rodents, the CST initially establishes strong bilateral projections to the

spinal cord. This CST projection pattern is refined during early post-natal development,
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resulting in the elimination of most ipsilateral projections (Figure 2B) (Alisky et al., 1992;
Joosten et al., 1992; Muller et al., 1997; Eyre et al., 2000; Li and Martin, 2000; Eyre et al.,
2001; Li and Martin, 2002). This refinement of ipsilateral projections is an activity-dependent
process competing with crossed CST fibers originating from the contralateral motor cortex
(Martin and Lee, 1999; Eyre et al., 2001; Eyre, 2003; Martin et al., 2004; Friel and Martin,
2007; Friel et al., 2014). By contrast, "transient™ ipsilateral CST projections have not been
observed during post-natal development in macaques (Armand et al., 1994; Armand et al.,
1997).

Refinement of CST projections to spinal gray matter and elimination of transient ipsilateral
projections during postnatal development appear to be specific to altricious species and
humans. In monkeys, there is no evidence that such processes occur after birth, suggesting
that the CST projection pattern to the spinal cord is established during embryonic

development.

MOLECULAR MECHANISMS OF CST GENERATION AND GUIDANCE DURING

DEVELOPMENT IN MOUSE

In the past decade, studies of mice with genetically induced CST alterations have advanced

our understanding of the molecular underpinnings of corticospinal tract generation and

development.

Generation and specification of CST neurons

Several classes of neocortical neurons can be distinguished on the basis of their morphology,

neurotransmitter identity, electrophysiological properties and projection patterns. Each
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population of neurons expresses a specific combination of genes, resulting in characteristics
that define their identity (Molyneaux et al., 2007; Greig et al., 2013).

CST axons originate from the deep cortical layer V, along with other classes of subcerebral
projection, including corticotectal and corticopontine neurons. In mice, cortical layer V
neurons are generated on embryonic days 12-13 (E12-E13). Gene expression profiling of
mouse CST neurons has identified key factors involved in CST specification and
development, such as Fezf2 (also named Fezl), Ctip2 (also named Bcl11b), and Sox5 (Arlotta
et al., 2005; Molyneaux et al., 2015). Fezf2 is crucial for the specification of layer-V neurons
projecting to subcerebral targets. Loss of Fezf2 results in a complete lack of CST neurons and
in aberrant expansion of layer-VI corticothalamic neurons into the presumptive layer V (Chen
et al., 2005; Molyneaux et al., 2005). Fezf2 acts by regulating the expression of several genes
(Lodato et al., 2014). In particular, Fezf2 promotes the expression of EphB1, a gene involved
in CST guidance in the ventral forebrain. Mutations of CTIP2, a transcription factor
functioning downstream of FEZF2, lead to defective guidance of CST axons in the brainstem,
preventing them from reaching their targets in the spinal cord (Arlotta et al., 2005). In mouse
double mutants for Ldbl and Ldb2 (Ldb adaptor proteins, LIM domain-binding proteins), two
genes involved in the differentiation of CST neurons, CST axons fail to extend past the
pyramidal decussation (Leone et al., 2016). The ERK/MAPK pathway was recently identified
as a key factor in CST development. Mutations of this pathway result in delayed CST growth,
followed by abnormal apoptosis of layer-V neurons during the first postnatal week (Xing et
al., 2016).

Tbrl is expressed in layer-VI corticothalamic neurons, and represses the specification into
subcerebral projections neurons by directly binding Fezf2 regulatory sequences (Bedogni et
al., 2010; Han et al., 2011; McKenna et al., 2011). Generation of layer-VI corticothalamic

neurons and layer-V corticospinal neurons is sequential and tightly regulated. Sox5 and
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Couptfl are both involved in this process. In Sox5 and Couptfl mutant mice, CST axons
aberrantly terminate in the brainstem (Lai et al., 2008; Tomassy et al., 2010; Shim et al.,
2012). BHLHBS is a transcription factor that acts as a post-mitotic regulator of sensory-motor
area identity. The CST is severely reduced in size and fails to reach the spinal cord in
BHLHB5 mutants (Joshi et al., 2008). A recent study demonstrated that the transcription
factor SIP1 is also critical for CST formation by regulating the axon growth rate (Srivatsa et
al., 2015).

SATB2 is mostly expressed in superficial-layer neurons during development. It plays a
critical role in the formation of the corpus callosum, as it inhibits a deep-layer differentiation
program by binding Ctip2 regulatory regions and thereby preventing its expression (Alcamo
et al., 2008; Britanova et al., 2008; Baranek et al., 2012). SATB2 and CTIP2 were thus
thought to be mutually exclusive, but recent studies indicate that a fraction of layer-V neurons
transiently express SATB2 during embryonic development, and that this expression is

required for CST formation (Leone et al., 2015).

Guidance of CST axons during development

CST guidance from cortex to brainstem

Following birth and the specification of CST neurons in cortical layer V, their axons have to
travel a great distance from the neocortex to the contralateral spinal cord. Several molecules
are known to ensure proper guidance of CST axons at specific choice points along this path
(Figure 3).

Initially, corticofugal projections (which include both corticothalamic and corticospinal
projections) grow out of the cortex and make a lateral turn, away from the midline, thus
diverging from callosal projections. This first step involves SEMA3A and SEMA3C (Bagnard

et al., 1998; Ruediger et al., 2013), as well as NETRIN-1, which acts as an attractive cue to
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guide CST axons toward the ganglionic eminence (Metin et al., 1997; Srivatsa et al., 2014).
After they have passed the pallial/subpallial boundary, CST axons make a medial turn to enter
the internal capsule. In Pax6 mutant mice, corticofugal projections overshoot the internal
capsule and grow into the ventral telencephalon in an aberrant lateral position due to forebrain
patterning defects (Jones et al., 2002). CST guidance into the internal capsule involves the
receptors ROBO1/ROBO2 and their ligand SLIT1/SLIT2. In mice lacking both ROBO
receptors or both SLITSs, the internal capsule is ventrally displaced and large bundles of fibers
aberrantly cross the midline in the ventral telencephalon (Bagri et al., 2002; Lopez-Bendito et
al., 2007). CELSR3 and FRIZZLEDS3 are two planar cell polarity proteins, deletion of which
leads to a complete lack of the internal capsule and, thus, to a greatly reduced CST (Wang et
al., 2002; Tissir et al., 2005). Interestingly, specific deletion of CELSR3 and FRIZZLED3 in
the ventral telencephalon reproduces most of the CST defects observed in complete mutants
(Zhou et al., 2008; Hua et al., 2014). CELSR3 deletion in the neocortex also alters the
formation of the internal capsule, showing that CELSR3 influences CST development through
cell-autonomous and non cell-autonomous mechanisms (Zhou et al., 2008). CST axons fail to
enter the diencephalon in Nkx-2 mutant mice, which show defective ventral telencephalon

patterning (Marin et al., 2002).

CST midline crossing at the pyramidal decussation

After entering the brainstem, CST axons navigate in a ventro-medial position to the caudal
medulla, where they reach the pyramidal decussation. At this level, various molecules are
required to ensure corticospinal tract midline crossing. DCC is a receptor that mediates the
chemoattractive activity of its ligand NETRIN-1 for commissural axons (Keino-Masu et al.,
1996). NETRIN-1 is secreted by floor plate cells and other midline structures in the CNS. The

CST fails to cross the midline in DCC**"% mice expressing a truncated DCC protein, and the
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pyramidal decussation is reduced in Netrin-1 mutants (Finger et al., 2002). UNC5H3, another
NETRIN-1 receptor, is also involved in CST midline crossing. In Unc5h3 mutants, the CST
spreads laterally, rostral to the level of the pyramidal decussation. In consequence, a
significant proportion of CST axons fail to cross the midline and instead remain in a ventral
position in the ipsilateral spinal cord (Finger et al., 2002). This is reminiscent of observations
in Sema6A and PlexinA3/PlexinA4 mutants. Sema6A is expressed in the inferior olive (10), a
structure located in the caudal brainstem adjacent to the pyramidal decussation. A role of 10
neurons in CST guidance has been proposed, through SEMAGA expression (Faulkner et al.,
2008; Runker et al., 2008). L1 and NCAM are two neural cell adhesion molecules involved in
axon fasciculation and guidance. In L1 and NCAM mutants, the CST trajectory is normal from
the cortex to the caudal brainstem, but a substantial number of axons fail to cross the midline
at the pyramidal decussation and instead project ipsilaterally (Cohen et al., 1998; Rolf et al.,
2002).

The number of molecules known to be associated with CST midline crossing is growing, but
we do not yet know the exact molecular scenario that induces CST axons to cross (or not to
cross) the midline at the pyramidal decussation. A small but significant fraction of CST axons
(around 10% in mice) do not cross the midline at the pyramidal decussation and instead
project to the ipsilateral spinal cord. The mechanisms underlying the formation of this
uncrossed CST are completely unknown, but crossed and uncrossed CST axons are likely to
express distinct receptors, resulting in separate trajectories when they encounter guidance
molecules at the midline. A similar situation is encountered in the visual system of binocular
species: retinal ganglion cells (RCGs) originating from the retina diverge at the optic chiasm,
forming crossed and uncrossed projections (Petros et al., 2008). In mice, uncrossed RCGs
originate from the ventro-temporal retina. They express the receptor EPHB2, which leads to

midline avoidance upon interaction with its ligand EPHRIN-B1 (Petros et al., 2008). It has
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been possible to unravel the mechanisms responsible for RCG divergence at the optic chiasm,
because crossed and uncrossed RCGs originate from distinct territories in the retina. This
specific organization of RCGs highlights differential expression of guidance receptors by
crossed and uncrossed projections (Petros et al., 2008; Kuwajima et al., 2012). By contrast,
crossed and uncrossed CST axons originate from the same cortical regions, making it difficult
to isolate one population from the other and thus to detect different receptor expression

profiles.

CST guidance in the spinal cord

In the spinal cord of wild type mice, EPHA4-expressing CST axons are repelled by EPHRIN-
B3 secreted at the midline, preventing them from re-crossing the midline at the spinal level.
By contrast, in EPHA4 and EPHRINB3 knockout mice, the pyramidal decussation is normal
but CST axons re-cross the midline in the spinal cord (Dottori et al., 1998; Coonan et al.,
2001; Kullander et al., 2001; Yokoyama et al., 2001). Growth of CST axons in the spinal cord
involves several factors, such as Wnt and its receptor Ryk (Liu et al., 2005) and Igf-1
(Ozdinler and Macklis, 2006), while EphA4 controls gray-matter innervation. In EphA4”
mice, the CST termination pattern in the spinal gray matter fails to refine, and CST
terminations remain in the ventral and intermediate horn instead of innervating the dorsal
horn (Dottori et al., 1998). In addition, hindlimb CST axons prematurely enter the spinal gray
matter at the cervical level, resulting in fewer CST projections to the lumbar spinal cord

(Dottori et al., 1998; Canty et al., 2006).

DEVELOPMENTAL DISORDERS OF THE CST IN HUMANS
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Developmental disorders of the CST can be divided into two categories: (i) CST hypoplasia
or aplasia; and (ii) guidance defects resulting in an abnormal CST anatomy (Table 1). All
known guidance disorders result in altered midline crossing at the level of the pyramidal

decussation or in the spinal cord, while sparing the rest of the CST.

Human disorders associated with a reduced CST

CST malformations are usually associated with diffuse brain malformation. In this case, the
CST may be completely absent or hypoplastic, despite a normal anatomical location (Table
1). Post-mortem analysis of patients with anencephaly (Chow et al., 1985; ten Donkelaar et
al., 2004), congenital aqueduct stenosis (Chow et al., 1985) and microcephaly (Chow et al.,
1985; ten Donkelaar et al., 1999; ten Donkelaar et al., 2004) have revealed complete CST
aplasia. Lissencephaly is a disorder of neuronal migration resulting in a complete lack of
gyration. Histological studies have revealed that this condition is commonly associated with a
hypoplastic CST, and a case of abnormal decussation has been reported (Roessmann and
Hori, 1985). Walker-Warburg syndrome and the related disorder Fukuyama-type muscular
dystrophy are due to migration defects leading to cerebro-ocular dysplasia and muscle
atrophy. The CST is severely reduced in these two conditions (Miller et al., 1991; Kimura et
al., 1993). Holoprosencephaly is a failure of the brain hemispheres to separate during
development. Seven genes have so far been linked to this disorder. Some belong to the SHH
signaling pathway, which is crucial for the development of ventral midline structures (Wallis
and Muenke, 2000; Dyment et al., 2013). Histological and DTI studies suggest that the CST
may be hypoplastic or absent, depending on the severity of the disease, but that the pyramidal
decussation is normal when the CST is present (Kinsman, 2004; ten Donkelaar et al., 2004;
Marcorelles and Laquerriere, 2010). Mutations of the human neural cell recognition molecule

L1 cell adhesion molecule (LLCAM) result in a spectrum of X-linked disorders, including X-
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linked hydrocephalus, MASA (mental retardation, adducted thumbs, spastic paraparesis,
agenesis of the corpus callosum), X-linked agenesis of the corpus callosum, and spastic
paraplegia type 1 (Dobson et al., 2001). In these patients, histological and
electrophysiological/radiological investigations revealed CST hypoplasia but normal
pyramidal decussation (Chow et al., 1985; Graf et al., 2000; Dobson et al., 2001). By contrast,
mice lacking LLCAM have both a reduced CST and abnormal pyramidal decussation, due to

guidance defects at the midline (Dahme et al., 1997; Cohen et al., 1998).

Human disorders associated with abnormal CST guidance at the midline

In normal subjects, most CST projections are contralateral: crossed fibers are more numerous
than uncrossed fibers. Human disorders associated with an abnormal CST trajectory
specifically involve defective midline crossing at the pyramidal decussation or in the spinal
cord, while leaving the rest of the CST unaffected (Table 1; Figure 4). In consequence, CST
projections to the spinal cord can be either bilateral, with each motor cortex projecting to both
sides of the spinal cord via crossed and uncrossed fibers (Figure 4B, C); or strictly ipsilateral,
with each motor cortex projecting to the ipsilateral spinal cord via uncrossed fibers (Figure
4D). Congenital mirror movements (CMM), X-linked Kallmann syndrome (KS) and Klippel-
Feil syndrome are three disorders associated with abnormal pyramidal decussation resulting
in bilateral CST projections to the spinal cord. These patients have mirror movements (MM),
that is to say involuntary symmetrical movements of one hand that mirror voluntary
movements of the other hand. By contrast, MM have not been described in patients with
strictly ipsilateral CST projections to the spinal cord. This suggests that lateralization of CST

projections to the spinal cord may be necessary to produce asymmetric hand movements.

Abnormal pyramidal decussation resulting in bilateral CST projections to the spinal cord
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Congenital mirror movement disorder (CMM) is a rare genetic (autosomal dominant) disorder
in which mirror movements are the only clinical abnormality. The two main culprit genes are
DCC (deleted in colorectal cancer) and RAD51 (Srour et al., 2010; Depienne et al., 2011;
Depienne et al., 2012; Meneret et al., 2014). Syndromic forms of MM are accompanied by
other symptoms. Mirror movements have been described in patients with Kallmann syndrome
(KS), a disorder associating hypogonadotrophic hypogonadism and anosmia; MM in this
setting are mostly associated with mutations of KAL1, the gene responsible for the X-linked
form of KS (Quinton et al., 1996; Royal et al., 2002; Dode and Hardelin, 2010). Klippel-Feil
syndrome is characterized by fusion of the cervical vertebrae (Bauman, 1932), leading to
short neck, impaired cervical mobility, a low posterior hairline and, in many cases, mirror
movements (Bauman, 1932; Baird et al., 1967; Royal et al., 2002). Three genes have been
linked to Klippel-Feil syndrome, namely GDF3, GDF6 and MEOX1 (Tassabehji et al., 2008;
Mohamed et al., 2013).

In patients with CMM and in patients with MM associated with X-linked KS or with Klippel-
Feil syndrome, unilateral stimulation of the primary motor cortex hand area at rest by means
of transcranial magnetic stimulation (TMS) elicits bilateral hand muscle responses with
identical latencies, whereas in healthy volunteers the muscle response is strictly contralateral
to the stimulated hemisphere (Farmer et al., 1990; Cincotta et al., 1994; Mayston et al., 1997;
Cincotta et al., 2003; Cincotta et al., 2003; Bawa et al., 2004; Farmer et al., 2004; Gallea et
al.,, 2013) (Figure 4A-C). This reveals the existence of fast-conducting corticospinal
projections from the hand area of one primary motor cortex to both sides of the spinal cord,
and suggests an anatomical-functional link between abnormal CST trajectories and the
inability to produce purely unimanual movements. These bilateral corticospinal projections to
the spinal cord could be due to: (i) abnormal pyramidal decussation, resulting in an aberrant

uncrossed ipsilateral CST (Figure 4B); or (ii) aberrant branching of CST axons in the spinal

96



cord (Figure 4C). Abnormal pyramidal decussation rather than aberrant CST branching in the
spinal cord is responsible for mirror movements in CMM and KS (Figure 4B). Diffusion
tensor imaging, used to study the precise anatomy of the pyramidal decussation in RAD51-
CMM patients, confirmed abnormal CST decussation (Gallea et al., 2013). The RAD51
expression pattern in the developing mouse central nervous system (Depienne et al., 2012),
and the known role of DCC in mouse CST guidance at the midline (Finger et al., 2002),
further suggest that abnormal axonal guidance at the pyramidal decussation, rather than
impaired CST maturation, is responsible for the bilateral CST projections in CMM patients.
In X-linked KS, MRI findings support the existence of an abnormal uncrossed CST (Krams et
al., 1999; Koenigkam-Santos et al., 2008; Koenigkam-Santos et al., 2010). An aberrant
uncrossed CST has also been reported in male subjects with trisomy 18 (Miyata et al., 2014),
but their motor phenotype is poorly documented. By contrast, autopsy of a patient with
Klippel-Feil syndrome and mirror movements showed that the pyramidal decussation was
completely absent (Gunderson and Solitare, 1968), suggesting that uncrossed CST axons
might branch bilaterally in the spinal cord (Figure 4C). This abnormal bilateral branching of
the CST might seek to compensate for the absence of the pyramidal decussation.

Mirror movements have also been reported occasionally in patients with Joubert, M6bius and
Gorlin syndromes, three disorders likely associated with abnormal pyramidal decussation, at
least in some cases. Joubert syndrome is a heterogeneous entity characterized by
malformations of the cerebellar vermis and brainstem. Clinical features of Joubert syndrome
can include early-onset hypotonia progressing to ataxia, developmental delay sometimes
associated with autistic behaviors, oculomotor apraxia, respiratory dysfunction, and variable
involvement of multiple organs (mainly the retina, kidney, liver and skeleton) (Romani et al.,
2013). Mirror movements are occasionally part of the clinical picture. This disorder has been

linked to mutations of numerous genes (see Table 1). M6bius syndrome consists of congenital
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facial palsy with impaired ocular abduction likely related to brainstem malformation. The
genetic and/or non genetic factors underlying this disorder are unclear (Verzijl et al., 2003). A
recent article described three patients with Mdbius syndrome and mirror movements (Webb et
al., 2014). Gorlin syndrome is an autosomal dominant disorder characterized by multiple
basal cell carcinomas, jaw keratocysts and skeletal malformations (Gorlin and Goltz, 1960).
One case of Gorlin syndrome associated with MM has been reported (Sag et al., 2016). The
occurrence of MM suggests the existence of bilateral CST projections to the spinal cord in
these three syndromes, although direct electrophysiological evidence is lacking. Post-mortem
histological analysis revealed a near-complete absence of the pyramidal decussation in several
patients with Joubert syndrome (Friede and Boltshauser, 1978; Yachnis and Rorke, 1999; ten
Donkelaar et al., 2000), and its complete absence in patients with Mdébius syndrome (ten
Donkelaar et al., 1999; Verzijl et al., 2005). DTI findings have confirmed that CST fibers fail
to cross the midline in some patients with Joubert syndrome and in one patient with Gorlin

syndrome (Poretti et al., 2007; Sag et al., 2016).

Absent pyramidal decussation resulting in ipsilateral CST projections to the spinal cord

Post-mortem studies of patients with Apert’s syndrome (Maksem and Roessmann, 1979;
Cohen and Kreiborg, 1990; ten Donkelaar et al., 2004; Raybaud and Di Rocco, 2007), Dandy-
Walker syndrome (Lagger, 1979; Janzer and Friede, 1982) and encephalocele (Verhaart and
Kramer, 1952) have revealed a complete lack of pyramidal decussation. Apert’s syndrome is
an autosomal dominant craniosynostosis associated with defects of the fibroblast growth
factor receptor 2 (FGFR2) (Raybaud and Di Rocco, 2007), a protein known to interact with
L1CAM (Colombo and Meldolesi, 2015). Dandy-Walker syndrome is characterized by partial
or complete agenesis of the cerebellar vermis, enlargement of the posterior fossa, and cystic

dilation of the fourth ventricle. FOXC1, ZIC1 and ZIC4 mutations cause Dandy-Walker

98



syndrome, potentially by interfering with SHH signaling pathways (Dyment et al., 2013). In
patients with horizontal-gaze palsy with progressive scoliosis (HGPPS), a disorder linked to
ROBO3 mutations, electrophysiological and DTI studies show that the CST fails to cross the
midline and instead projects ipsilaterally onto the spinal cord (Figure 4D) (Jen et al., 2004;
Bosley et al.,, 2005; Amoiridis et al., 2006; Sicotte et al., 2006; Haller et al., 2008).
Interestingly, ROBO3 is known to ensure proper midline crossing of several axonal
populations in the mouse central nervous system. It is strongly expressed in the commissures
of the mouse hindbrain and spinal cord, and most commissural axons in these regions fail to
cross the midline in Robo3” mutant mice (Long et al., 2004; Marillat et al., 2004; Sabatier et
al., 2004; Tamada et al., 2008; Renier et al., 2010). Robo3”" knockout mice die within 24
hours after birth, while the CST is known to cross the midline and enter the spinal cord

around PO. The anatomy of the CST has not therefore been studied in these mice.

In RAD51-CMM, KAL1-KS and Klippel-Feil syndrome, three disorders associated with
mirror movements, the pyramidal decussation is abnormal and CST axons originating from
one side of the motor cortex project to both sides of the spinal cord. By contrast, mirror
movements have not been described in patients with HGPPS, in whom the absence of the
pyramidal decussation results in each cortex projecting to the ipsilateral spinal cord. Joubert
syndrome, Mdbius syndrome, Gorlin syndrome, Apert’s syndrome, Dandy-Walker syndrome
and encephalocele are associated with abnormal pyramidal decussation, but further
electrophysiological studies are needed to determine whether CST projections to the spinal
cord are bilateral or strictly ipsilateral in these patients. Together, these findings suggest that
mirror movements are due to bilateral spinal cord projections arising from a single

hemisphere cortex rather than to abnormal decussation of the CST per se.
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CONCLUSION

Comparisons of mammalian species have helped to understand the evolution of the
corticospinal tract. The anatomy of the CST from the cortex to the caudal brainstem is largely
similar across species, whereas its organization within the spinal cord shows striking
differences. The majority of CST axons cross the midline at the junction between the
brainstem and spinal cord in almost all mammals, whereas the CST projection pattern to the
spinal cord has undergone major reorganization through evolution, resulting in finer hand
motor function. Cross-species comparisons of the developmental steps leading to the
establishment of the CST projection pattern to the spinal cord have revealed the critical role
of postnatal development in altricious species and humans, whereas CST maturation in

monkeys seems to occur mainly during embryonic life.

Human CST developmental disorders involve either a general reduction or abnormal guidance
of the CST. Abnormal CST guidance results in altered midline crossing at the pyramidal
decussation or in the spinal cord, but apparently spares the rostral part of the CST. This
underlines the importance and sensitivity of this choice point during CST development.
Recent insights from studies of genetically modified mice have refined our knowledge of the
molecular scenario that controls CST midline crossing at the decussation, by identifying

several factors that must act synergistically to ensure proper CST guidance at the midline.

Careful appraisal of clinical manifestations associated with CST malformations highlights the
critical role of the CST in the lateralization of motor control. In humans, aberrant bilateral
CST projections to the spinal cord result in an inability to produce purely unimanual or
asymmetric hand movements. However, mirror movements have not been described in
patients who lack the pyramidal decussation and who have strictly ipsilateral CST projections

to the spinal cord. A recent study of conditional-knockout EPHA4 mice demonstrated that
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bilateral CST projections to the spinal cord result in abnormal symmetric voluntary
movements, possibly providing a good murine model of mirror movements (Friel et al., 2014;
Serradj et al., 2014). Together, these observations suggest that proper lateralization of CST
projections to the spinal cord is the main determinant of our ability to produce asymmetric

hand movements.
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Figure 1. Evolution of CST projections to the spinal cord in mammals. The location of the
CST and the terminations of CST projections in the spinal cord have gradually switched from
dorsal to ventral through evolution. (A-D) Representation of the spinal cord at the cervical
level in rodents, cats, monkeys and humans. In rodents (A), the crossed CST (dark blue) is
located in the most ventral part of the dorsal funiculus, and the uncrossed CST (red) runs in
the ventral funiculus. In cats (B), non-human primates (C) and humans (D), the crossed CST
(dark blue) is located in the dorso-lateral funiculus of the spinal cord, contralateral to the
hemisphere of origin, while the uncrossed CST is found in ventral (red) and dorso-lateral
(pale red) funiculi of the ipsilateral spinal cord. In cats and rodents, the crossed CST
terminations are mainly located in the intermediate and dorsal horns of the spinal cord (light
blue), and the terminations of the uncrossed CST exhibit a similar pattern (yellow; A, B). By
contrast, in non-human primates and humans, most crossed CST terminations are found in the
intermediate and ventral horns (light blue), while uncrossed CST terminations are absent from
the lateral motor nuclei in monkeys (yellow; C, D). CST = corticospinal tract.
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Figure 2. Post-natal maturation of the rodent corticospinal tract. (A) In newborn rodents, the
cortical territory from which the CST originates is larger than in adulthood. In particular,
neurons located in the visual cortex initially project to the spinal cord (green dashed line), and
neurons located in the motor cortex extend collaterals into the optic tectum (dashed blue line).
These aberrant projections are later eliminated. (B) In rodents, the CST initially innervates the
ventral, intermediate and dorsal spinal cord, as well as the ipsilateral spinal cord (gray). This
pattern is refined during post-natal development, resulting in restriction of the projections to
the intermediate and dorsal horns of the contralateral spinal cord (blue). CST = corticospinal

tract.
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Figure 3. Mechanisms and time course of mouse CST development. The left side of the

figure shows the trajectory of the mouse CST from the cortex to the spinal cord. The genes

involved in CST development are indicated at the corresponding level. The right side of the

figure indicates the time course of CST development. CNS = central nervous system; CST =
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Figure 4. CST anatomy and lateralization of motor control. Schematic representation of
transcranial magnetic stimulation (TMS) experiments. (A) In healthy humans, unilateral TMS
of the hand area of one motor cortex elicits only contralateral MEPs (blue line), reflecting
transmission of the motor command via the crossed CST (dark blue). In patients with mirror
movements, abnormal decussation of the CST (B) or, possibly, abnormal branching of the
uncrossed CST in the spinal cord (C), leads to bilateral transmission of the motor command to
the spinal cord, resulting in both contralateral and ipsilateral MEPs (red line). (D) Mirror
movements have not been described in patients with horizontal gaze palsy with progressive
scoliosis (HGPPS), in whom the absence of a pyramidal decussation results in each cortex
projecting on the ipsilateral spinal cord. This suggests that mirror movements are related to
the presence of bilateral spinal cord projections arising from a single primary motor cortex,
rather than to abnormal decussation of the CST per se.

Dark blue: crossed corticospinal tract; Red: uncrossed corticospinal tract. CST = corticospinal
tract; EMG = electromyographic M1 = primary motor cortex; MEP = motor evoked potential;

TMS = transcranial magnetic stimulation.
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C. Développement comparé du systeme nerveux central chez différents

mammiferes

Chez le rongeur, le chat de I’humain, les FCS et le CC subissent de profondes
modifications au cours du développement post-natal, avant que ces systemes n’atteignent leur
état définitif. Cette maturation implique notamment I’élimination de projections exubérantes
par des mécanismes dépendants de I’activité évoquée par I’expérience sensorielle, mais aussi
de I’activité spontanée des neurones (lvy et al., 1979; Innocenti and Caminiti, 1980;
Innocenti, 1981; lvy and Killackey, 1981; Olavarria and Van Sluyters, 1985; Olavarria et al.,
1987; Koralek and Killackey, 1990; Alisky et al., 1992; Joosten et al., 1992; Elberger, 1994a;
b; Muller et al., 1997; Eyre et al., 2000; Li and Martin, 2000; Ding and Elberger, 2001; Eyre
et al., 2001; Li and Martin, 2002; Mizuno et al., 2007; Suarez et al., 2014a). En revanche, s’il
existe bien une phase d’élimination des axones corticospinaux et calleux au cours du
développement post-natal chez le singe (LaMantia and Rakic, 1990a; Galea and Darian-
Smith, 1995), la spécificité et la topographie des connexions sont établies des la naissance
chez cette espéce (Killackey and Chalupa, 1986; Chalupa and Killackey, 1989) (Armand et
al., 1997).

Il existe donc une différence fondamentale entre ces espéces concernant la période a
laquelle a lieu la maturation de I’organisation des projections du FCS et du CC. Tandis que ce
processus se déroule en grand partie aprés la naissance chez le rongeur et le chat et I’humain,
I’organisation mature de ces faisceaux est présente a la naissance chez le singe, méme si des
modifications quantitatives auront lieu par la suite. Cette observation est a mettre en lien avec
le mode de reproduction de ces différentes especes. Les rongeurs et les chats sont qualifiés
d’especes nidicoles. Chaque portée est constituée d’un grand nombre de nouveaux nés dont
I’autonomie motrice et le développement neurologique sont réduits a la naissance. Au

contraire, les primates non-humains sont qualifiés d’espéce nidifuge : la femelle donne
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naissance a un nombre réduit de petits, et si leur capacités motrices sont réduites a la
naissance, le développement de leur systeme nerveux est trés avancé. En particulier, les singes
rhésus nouveaux nés présentent un cerveau presque entierement myeélinisé, dont la taille
représente déja 65% de ses proportions adultes (Sacher and Staffeldt, 1974; Gibson, 1991).
Par plusieurs aspects, I’humain semble donc appartenir au groupe des espéces nidifuges,
notamment par sa stratégie de reproduction. En revanche, d’un point de vue de la maturité du
systeme nerveux a la naissance, il représente un cas intermédiaire : en effet, par comparaison
aux singes, la myélinisation et le développement (en termes de taille) du cerveau humain sont
réduits chez le nouveau né (Sacher and Staffeldt, 1974; Gibson, 1991). Les observations
concernant la maturation du FCS chez I’humain et le singe vont dans ce sens. En effet, tandis
que la topographie des projections corticospinales évolue durant les premiéres années de
développement post-natal chez I’humain, notamment du fait d’une élimination de projections
ipsilatérales exubérantes (Eyre et al., 2001), chez le singe nouveau né, la topographie des

connexions corticospinales est déja mature (Armand et al., 1994; Armand et al., 1997).

119



120 | INTRODUCTION

I11. Latéralisation du contréle moteur au cours de la préparation du

mouvement

A. MM et préparation motrice

Nous avons vu précédemment qu’il existe deux mécanismes impliqués dans la
physiopathologie des MM : (i) une anomalie développementale du FCS aboutissant & la mise
en place de projections bilatérales de chacun des hémispheres sur la moelle ; (ii) des défauts
d’interactions inter-hémisphériques, responsables d’une activation bilatérale anormale des
deux cortex moteurs lors de I’exécution d’un mouvement unimanuel (Gallea et al., 2011;
Welniarz et al., 2015).

Plusieurs éléments permettent de supposer que ces défauts de communication inter-
hémisphérique pourraient étre présents avant méme le début du mouvement, durant la phase
de préparation motrice. Premierement, deux études utilisant des enregistrements électro-
encéphalographiques (EEG) ont démontré I’existence d’activations bilatérales anormales
d’aires motrices corticales lors de la préparation de mouvements unimanuels chez des patients
présentant des MM (Figure 13A) (Shibasaki and Nagae, 1984; Cohen et al., 1991).
Deuxiemement, des études menées dans le laboratoire ont démontré une activation et une
connectivité fonctionnelle anormale de I’AMS lors de phases d’exécution motrice chez des
patients atteints de MMC (Figure 13B, 13C) (Gallea et al., 2013). L’AMS est connue pour
son role dans la coordination bimanuelle (Brinkman, 1984; Chan and Ross, 1988; Serrien et
al., 2002; Steyvers et al., 2003; Ullen et al., 2003; Grefkes et al., 2008; Duque et al., 2010a)
ainsi que pour son implication dans la préparation motrice (Brinkman and Porter, 1983,;
Deiber et al., 1996; Richter et al., 1997; Lee et al., 1999; Cunnington et al., 2002; Shibasaki

and Hallett, 2006)
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Figure 13. Préparation motrice anormale chez les patients MMC lors de mouvements
unimanuels de la main droite (dominante). (A) Enregistrement EEG de I’activité électrique
corticale précédant I’exécution d’un mouvement unimanuel de la main droite chez un sujet
sain et chez un patient atteint de MMC. Chez le sujet sain, I’activité électrique corticale est
latéralisée : seul I’hémisphére contralatéral au mouvement a venir (gauche) est activé. Au
contraire, chez le patient, I’activité corticale liée a la préparation du mouvement est distribuée
de facon bilatérale. Adapté de (Cohen et al, 1991). (B, C) Activation et connectivité
fonctionnelle anormale de I’aire motrice supplémentaire (AMS) lors de I’exécution de
mouvements unimanuels de la main droite. (B) Chez les patients, ’AMS gauche est
anormalement activée lors de mouvements de la main droite. (C) Cette activation est associée
a une augmentation anormale de la connectivité de la SMA gauche avec le M1 gauche.

Adapté de (Gallea et al, 2013).
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(pour revue, voir (Cunnington et al., 2005; Nachev et al., 2008; Gallea et al., 2011)). Cette
activation anormale de I’AMS observée chez les patients atteints de MMC pourrait donc étre
le signe d’un dysfonctionnement de la préparation motrice.

Dans un premier temps, nous décrirons les mécanismes intervenant dans la
latéralisation de I’activité corticale lors de I’exécution de mouvements unimanuels. Nous nous
intéresserons ensuite aux mécanismes, moins connus, de la préparation de mouvements

latéralisés, avant d’étudier plus en deétail le cas d’une région prémotrice : I’AMS.

B. Exécution de mouvements latéralisés

1) L’exécution d’un mouvement unimanuel est associée a I’activation latéralisée du
systeme moteur

Lors de [I’exécution d’un mouvement unimanuel, on observe [I’activation de
nombreuses régions de I’hémisphere contralatéral au mouvement (aires motrices/prémotrices
corticales, ganglions de la base, thalamus), ainsi que du cervelet ipsilatéral. En particulier,
I’activation des aires motrices et prémotrices corticales contralatérales au mouvement refléte
I’anatomie croisée du systeme corticospinal. Cette activation asymétrique, latéralisée, des
aires motrices corticales est fondamentale : en restreignant I’activité du cerveau a un
hémisphere, la commande motrice sera transmise a la partie opposée du corps uniguement,
via le FCS.

Des méthodes d’imagerie telles que la tomographie par émission de positrons (TEP) et
I’imagerie par résonnance magnétique fonctionnelle (IRMf), ont décrit une activation du
cortex moteur primaire contralatéral au mouvement (M1;) et une désactivation du M1
ipsilateral (M1;) lors de I’exécution de mouvements unimanuels simples (Catalan et al., 1998;

Nirkko et al., 2001; Hamzei et al., 2002; Newton et al., 2005; Buetefisch et al., 2014). La
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SMT a aussi été utilisée pour mettre en évidence des asymétries d’activité corticale lors de la
réalisation de mouvements latéralisés. La stimulation par SMT de I’aire de la main au niveau
de M1 engendre des potentiels évoqués moteurs (PEM) dans la main opposée a I’hémisphere
stimulé, dont I’amplitude représente I’état d’excitabilité de la voie corticospinale. Pour ce type
de protocole, on parle de SMT simple-pulse (Figure 14). Pendant I’exécution d’un
mouvement unimanuel, on observe une augmentation de I’excitabilité du M1 par rapport au
repos. Cette excitabilité est modulée par différents paramétres: I’intensité de la force
déployée, la complexité du mouvement, I’utilisation de la main dominante ou non-dominante
(Flament et al., 1993; Brouwer et al., 2001; Hasegawa et al., 2001; Newton et al., 2005). Au
contraire, I’excitabilité du M1; est diminuée lors de I’exécution de mouvements unimanuels
(Liepert et al., 2001; Sohn et al., 2003).

De nombreuses études ont par ailleurs décrit une implication du M1; dans I’exécution
de mouvements unimanuels, ce qui peut sembler, a premiére vue, contradictoire avec ce qui
vient d’étre énoncé. Cette implication peut se traduire de différentes facons: par une
activation du M1; mesurée en IRMf (Cramer et al., 1999; Koeneke et al., 2004; Newton et al.,
2005; Verstynen et al., 2005; Horenstein et al., 2009; Diedrichsen et al., 2013; Buetefisch et
al., 2014; Tzourio-Mazoyer et al., 2015) ; par une augmentation de I’excitabilité du M1,
mesurée par SMT (Muellbacher et al., 2000; Ziemann and Hallett, 2001; Liang et al., 2008;
Perez and Cohen, 2008) ; par une diminution des performances comportementales suite a
I’inhibition transitoire du M1; (Chen et al., 1997a; Chen et al., 1997b). Le recrutement du M1;
lors de I’exécution de mouvements unimanuels dépend de nombreux parametres de la tache
effectuée, tels que sa difficulté, la précision qu’elle requiert, I’utilisation de la main dominante
ou non-dominante. Les mécanismes responsables de cette activité du M1; lors de I’exécution
de mouvements unimanuels, ainsi que son r6le fonctionnel, ne sont pas bien connus.

L’augmentation de la résolution spatiale des méthodes d’imagerie a cependant permis
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Figure 14. Le principe de la stimulation double-pulse : I’inhibition inter-hémisphérique.
Une stimulation test (ST) délivrée seule au niveau de la représentation de la main du M1 de
I’hémisphére gauche engendre un potentiel évoqué moteur (PEM) au niveau de la main droite.
L’amplitude du PEM représente I’excitabilité du M1 stimulé. Lorsque la ST est précédée de
quelques millisecondes par une stimulation dite « conditionnante » (SC) délivrée au niveau du
M1 de I’hémisphére opposé (droit), I’lamplitude du PEM engendré par la ST est diminuée.
Cette modulation de I’'amplitude du PEM traduit une inhibition du M1 gauche par le M1
droit: on parle d’inhibition inter-hémisphérique (IIH). Cette IIH est due a des fibres
transcalleuses glutamatergiques (recrutée par la SC) activant des interneurones inhibiteurs au

niveau de I’hémisphere gauche, diminuant ainsi son excitabilité.
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d’apporter de nouveaux éléments de réponse. Plusieurs études ont démontré qu’il existe
différentes zones présentant des profils d’activité distincts au sein du M1; lors de la réalisation
d’un mouvement unimanuel complexe. Tandis qu’une activation est décelée au niveau de
régions antérieures du M1;, a la frontiere avec le cortex prémoteur (PM), la région de I’aire de
la main (qui est activée lors de la réalisation d’un mouvement contralatéral) est désactivée
(Cramer et al., 1999; Verstynen et al., 2005; Horenstein et al., 2009). Une étude récente,
utilisant une séquence motrice simple, s’est intéressée aux modulations de I’activité du M1;
lors de mouvements unimanuels ou bimanuels (Diedrichsen et al.,, 2013). Lors de la
réalisation de mouvements unimanuels, la région du M1; dont I’activité est modulée
correspond a I’aire de la main, et se superpose a la région qui est activée lors d’un mouvement
de la main contralatérale. Au contraire, lors de la réalisation de mouvements bimanuels, les
régions recrutées sont situées en avant (a la frontiere M1/PM) et en arriére (au niveau de S1)
du M1, et semblent recouper partiellement les régions activées lors de la réalisation de
mouvements unimanuels complexes. Les deux types d’activations observés au niveau du M1;
lors de la réalisation d’un mouvement unimanuel représenteraient donc deux processus
distincts. Le recrutement de régions du M1; situées en dehors de I’aire de la main (notamment
au niveau de la frontiere M1/PM) lors de I’exécution de mouvements unimanuels complexes
serait le reflet de I’existence d’un réseau moteur bilatéral, qui serait aussi recruté lors de
I’exécution de mouvements bimanuels : ces régions ne seraient donc pas recrutées de facon
latéralisée lors de I’exécution de mouvements unimanuels. Au contraire, I’activité de la région
de la main est fortement latéralisée, et serait liée a celle de la région homologue dans le cortex
opposé : il s’agirait de la résultante d’une transmission passive d’activité depuis le cortex
opposé (ML.), et de sa modulation. A partir de maintenant, nous nous intéresserons
uniquement a ce dernier processus, car c’est celui-ci qui est impliqué dans la physiopathologie

des mouvements en miroir.
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2) Interactions inter-hémisphériques et latéralisation de I’activité corticale lors de la
realisation d’un mouvement unimanuel.

L’exécution d’un mouvement unimanuel requiert des interactions complexes entre les
aires motrices et prémotrices corticales des deux hémisphéres, afin d’assurer I’activation
latéralisée des régions responsables du mouvement (Beaule et al., 2012).

Les interactions entre différentes aires corticales peuvent étre testées par le biais de la
SMT dite double-site (ou double-pulse : voir Figure 14). Nous avons dit précédemment que
I’amplitude des PEMs résultant de la stimulation du cortex moteur était une mesure indirecte
de I’excitabilité de la voie corticospinale. Lorsque cette stimulation du cortex moteur (appelée
stimulation test ou ST) est précédée par une stimulation dite « conditionnante » (SC) portée
sur la méme région ou une autre région corticale, la variation de I’amplitude du PEM (par
rapport a la situation ou la ST est délivrée seule) nous renseigne sur une modification de I’état
d’excitabilité de la voie corticospinale (Chen, 2004; Reis et al., 2008). Une augmentation de
I’amplitude du PEM apres la SC traduira une facilitation, et on parlera d’inhibition dans le cas
inverse.

Gréce a la SMT, on peut donc étudier les interactions entre différentes régions
corticales, notamment entre les deux M1. Chaque M1 exerce une inhibition sur son
homologue situé dans I’hémisphere opposé : on parle d’inhibition inter-hémisphérique (l11H,
voir Figure 14) (Ferbert et al., 1992; Chen, 2004; Reis et al., 2008). Au repos, cette I1IH est
symétrique, c’est-a-dire qu’elle n’est pas différente de gauche a droite ou de droite a gauche,
que le sujet soit droitier ou gaucher (Figure 15A) (Salerno and Georgesco, 1996; De Gennaro
et al., 2004; Davidson and Tremblay, 2013). Au contraire, I’'lIH est fortement asymétrique au
cours de la réalisation d’un mouvement unimanuel (Figure 15B). L’IIH dirigée vers le M1;

(IH;) est maintenue lors de I’exécution d’un mouvement unimanuel, tandis que I’ll1H ciblant

126



INTRODUCTION | 127

le M1; (IIH;) est levée et se transforme en facilitation (Murase et al., 2004; Duque et al.,
2007; Perez and Cohen, 2008; Giovannelli et al., 2009; Kroeger et al., 2010; Hinder et al.,
2012). Des études de connectivité fonctionnelle réalisées en IRMf vont dans le méme sens :
elles ont permis de montrer que de nombreuses connexions ciblant le M1, deviennent
facilitatrices, tandis que celles dirigées vers le M1; deviennent inhibitrices, lors de la
réalisation de mouvements unimanuels (Figure 15B) (Grefkes et al., 2008). Il existe de plus
une corrélation entre I’lIH; (mesurée par SMT) d’une part, et I’activation du M1; (mesurée en
IRMf) ainsi que la quantité d’activité miroir physiologique de la main au repos d’autre part.
Plus I’l1H; est faible, plus I’activation du M1; est forte (Talelli et al., 2008; Gallea et al., 2013)
et plus I’activité miroir de la main au repos est forte (Aranyi and Rosler, 2002; Hubers et al.,
2008). De fagcon cohérente, I’augmentation de I’intensité du mouvement volontaire (qui est
corrélée positivement a I’activité miroir de la main au repos (Mayston et al., 1999)) est
associée a une diminution de I’'llIH; (Perez and Cohen, 2008). L’ensemble de ces éléments
démontre le role fonctionnel de I’l1H dans la modulation de I’activité des deux M1 lors de la
réalisation de mouvements unimanuels.

D’autres aires corticales sont impliquées dans la modulation de I’activité du cortex
moteur au cours de I’exécution de mouvements unimanuels. En effet, I’inhibition transitoire
du cortex prémoteur dorsal contralatéral au mouvement (PMd.) est responsable d’une
augmentation de I’excitabilité du M1; ainsi que d’une augmentation de I’activité miroir de la
main au repos (Cincotta et al., 2004; Giovannelli et al., 2006).

L’ensemble de ces données suggére que lors de la réalisation d’un mouvement
unimanuel, I’activité des deux M1 est modulée de facon asymétrique par différentes aires
motrices et prémotrices corticales. Ces interactions inter-hémisphériques aboutissent a une

activation latéralisée des aires motrices corticales, et sont donc probablement cruciales pour la
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Figure 15. Modulation de I’excitabilité des cortex moteurs primaires lors de la
réalisation de mouvements unimanuels chez des sujets sains et chez des patients atteints
de MMC. Représentations des interactions entre différentes régions motrices et prémotrices,
mesurées par SMT et en connectivité fonctionnelle (IRMf). (A) Interactions inter-
hémisphériques chez un sujet sain au repos. L’inhibition entre les deux M1 et entre chacun
des PMd et le M1 contralatéral est équilibrée. (B) Interactions inter-hémisphériques chez un
sujet sain lors de I’exécution d’un mouvement de la main droite. Les inhibitions provenant du
M1 droit (ipsilatéral au mouvement, M1i) et du PMd droit ciblant le M1 gauche (contralatéral
au mouvement, M1c) sont levées, tandis que celles ciblant le M1i sont maintenues. (C)
Interactions inter-némisphériques chez un patient atteint de MMC lors de I’exécution d’un
mouvement de la main droite. Deux mécanismes au moins contribuent a I’activation anormale
du M1i lors d’un mouvement unimanuel: (1) I’inhibition inter-hémisphérique ciblant le M1i
est anormalement faible ; (2) I’AMS active anormalement le M1i. Les interactions avec le
PMd n’ont pas été étudiées chez les patients MMC. M1 : cortex moteur primaire ; AMS : aire

motrice supplémentaire ; PMd : cortex prémoteur dorsal.
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réalisation de mouvements strictement unimanuels sans activité miroir (Duque et al., 2007;
Hubers et al., 2008; Giovannelli et al., 2009). Cette hypothese est corroborée par plusieurs

études ayant décrit une activation anormale du M1; lors de I’exécution de mouvements
unimanuels chez des patients atteints de MM (Shibasaki and Nagae, 1984; Cohen et al., 1991,
Mayer et al., 1995; Krams et al., 1997; Leinsinger et al., 1997; Gallea et al., 2013). De plus,
une étude réalisée au sein du laboratoire a démontré que cette activation anormale du M1; est
associée a une diminution de I’ll1H; et a une modification de la connectivité entre I’AMS et le
M1, chez des patients RAD51-MMC (Figure 15C) (Gallea et al., 2013). Le corps calleux, qui
est le substrat physique de ces interactions inter-hémisphériques, joue donc un réle central

dans la latéralisation motrice.

C. Préparation de mouvements latéralisés

1) La préparation d’un mouvement unimanuel est associée a une activation latéralisée

du systeme moteur
Chez I’humain, de nombreuses études utilisant des enregistrements EEG ont permis de
mettre en évidence un recrutement séquentiel et asymétrique de différentes aires motrices et
prémotrices corticales lors de la préparation de mouvements unimanuels (pour revue, voir
(Shibasaki and Hallett, 2006; Colebatch, 2007)). Lors de la préparation d’un mouvement, les
enregistrements EEG permettent de déceler une activité electrique corticale commencant deux
secondes avant le début du mouvement (on parle de potentiels de pré-mouvement), dont on
peut discerner différentes composantes. La composante précoce de cette activité est nommée
potentiel de préparation (Bereitschaftspotential). Ce potentiel qui débute 2s avant le
mouvement est distribué de fagcon symétrique par rapport aux deux hémisphéres: son

amplitude est maximale & la ligne médiane, au niveau de la jonction fronto-pariétale, et ce
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quel que soit le type de mouvement préparé (unimanuel droit ou gauche ou bimanuel). Il est
généralement admis qu’il est généré par I’activité de I’AMS. Lors de la préparation d’un
mouvement unimanuel, I’activité électrique corticale se latéralise au fur et a mesure de la
phase de préparation, et 400 ms avant le début du mouvement, les composantes tardives du
potentiel de pré-mouvement sont localisées au niveau du cortex précentral contralatéral au
mouvement qui va étre effectué (Figure 13A) (Shibasaki and Hallett, 2006). Ces observations
provenant d’études EEG sont corroborées par des données d’IRMf, décrivant une activation
de plusieurs aires motrices et prémotrices corticales (en particulier de M1 et de I’AMS) au
sein de I’hémisphére contralatéral au mouvement préparé (Deiber et al., 1996; Richter et al.,
1997; Lee et al., 1999; Zang et al., 2003).

Des études de SMT simple-pulse ont aussi permis de mettre en évidence une asymétrie
d’excitabilité des deux cortex moteurs pendant la préparation de mouvements latéralisés. L’un
des paradigmes le plus utilisé lors de ces études est celui des taches a réponse différée. Un
premier signal (que nous nommerons signal de consigne) indique au sujet la main avec
laquelle il va devoir exécuter le mouvement. Aprés un délai, un deuxiéme signal (que nous
nommerons signal d’exécution) informe le sujet qu’il doit réaliser le mouvement préparé. Ce
type de paradigme permet d’étudier la modulation de I’excitabilité des M1 au cours de deux
phases distinctes. Entre la présentation du signal de consigne et celle du signal d’exécution, le
sujet prépare un mouvement précis, tout en restant immobile : nous désignerons cette période
comme étant la phase de préparation. Entre le signal d’exécution et le début du mouvement,
nous parlerons au contraire de phase de pré-mouvement. Cette derniere est encore considérée
comme une phase de préparation, car elle a lieu avant le début de I’activité musculaire. Il est
important de les distinguer, car les mécanismes mis en jeux au cours de ces deux phases sont

différents.
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Lors de la phase de pré-mouvement précédant un mouvement unimanuel, la
modification de I’excitabilité de M1 débute 100 ms avant le début I’activité musculaire : on
observe alors une augmentation de I’excitabilité du M1, juste avant le début du mouvement,
tandis que le M1; est inhibé (Chen and Hallett, 1999; Leocani et al., 2000; Duque et al.,
2005b; Koch et al., 2006; Duque et al., 2010b). Lors de la phase de préparation (avant le
signal d’exécution) d’un mouvement unimanuel de la main gauche chez des sujets droitiers,
de nombreuses études ont rapporté une inhibition du M1; et du M1, (Duque and Ivry, 2009;
Duque et al., 2010b; Bestmann and Duque, 2015; Klein et al., 2016; Wilhelm et al., 2016).
Cette inhibition précoce refléte deux processus différents (Bestmann and Duque, 2015).
L’inhibition dite de «résolution de conflit» permet d’éviter un mouvement de la main
n’ayant pas eté sélectionnée. Au contraire, le « contréle d’impulsion » permet d’éviter une
exécution trop précoce du mouvement sélectionné (cependant, cette inhibition se joue
probablement au niveau spinal). Ainsi, lors de la préparation de mouvements de la main non-
dominante, il semble qu’il n’y ait pas d’asymétrie d’excitabilité corticale entre les deux ML1.
Une étude récente s’est intéressée a I’excitabilité de M1 lors de la préparation de mouvements
unimanuels (droit ou gauche) chez des sujets droitiers (Wilhelm et al., 2016). Lors de la
préparation de mouvements de la main non-dominante (gauche), I’excitabilité des deux M1
était en effet diminuée, de facon similaire a ce qui avait été décrit dans les études précédentes.
Au contraire, la préparation d’un mouvement de la main droite était associée a une inhibition
du M1;, mais pas du M1.. Il semble donc que la préparation de mouvements unimanuels de la
main dominante soit associée a une asymeétrie d’excitabilité des cortex moteurs.

L’ensemble de ces résultats suggere qu’il existe une asymétrie d’activité corticale
entre les deux hémispheres lors de préparation de mouvements latéralisés. En particulier, les

expériences d’EEG révelent une latéralisation progressive de I’activité corticale durant la
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phase de préparation, ce qui permet de supposer I’existence de mécanismes actifs nécessaires

a Ce processus.

2) Interactions inter-hémisphériques et latéralisation de I’activité corticale lors de la
préparation d’un mouvement unimanuel.

Tout comme pour I’exécution de mouvements unimanuels, plusieurs éléments
indiquent que les interactions inter-hémisphériques jouent un role central dans la latéralisation
de I’activité corticale au cours de la préparation motrice. Lors de la phase de pré-mouvement
précédant un mouvement unimanuel de la main dominante, I’llH; est modulée de facon
dynamique : elle diminue progressivement, avant de se transformer en facilitation peu avant le
début du mouvement, tandis que I’ll1H; reste constante tout au long de ce processus (Figure
16) (Murase et al., 2004; Duque et al., 2005a; Duque et al., 2007; Liuzzi et al., 2010).

L’activité du cortex moteur n’est pas modulée uniquement par son homologue de
I’hémisphére opposé, mais aussi par d’autres régions prémotrices, telles que le PMd. Lors de
la préparation d’un mouvement unimanuel, les interactions entre PMd et M1 sont modulées
de facon similaire & ce qui a été décrit entre les deux M1. Le PMd ipsilateral (PMd;) exerce
une facilitation sur le M1, tandis qu’inversement, I’influence du PMd; sur le M1; n’est pas
modulée (Figure 16) (Koch et al., 2006; O'Shea et al., 2007; Kroeger et al., 2010; Liuzzi et al.,
2010). Il est intéressant de remarquer que lors de la phase de pré-mouvement, la modulation
des interactions inter-hémisphériques se fait selon une séquence temporelle organisée. La
modulation de I’interaction PMd-M1 a lieu avant celle de I’interaction M1-M1, ce qui suggére
I’existence d’une organisation hiérarchique des interactions inter-hémisphériques (Liuzzi et
al., 2010). Encore une fois, le CC joue un réle central dans ces interactions inter-

hémisphériques, en tant que structure permettant la mise en relation des deux hémisphéres.
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Figure 16. Interactions inter-hémisphériques entre PMd et M1 et entre les deux M1 au
cours de la preparation d’'un mouvement unimanuel. (A-B) Schéma représentant le
paradigme expérimental utilisé. 1l s’agit d’une tache a réaction simple. Des que le signal
« Go » apparait a I’écran, le sujet doit exécuter une abduction de I’index droit le plus
rapidement possible. L’intervalle entre la consigne (Go) et le début de I’activité musculaire
enregistrée par EMG est appelé temps de réaction (TR). L’interaction inter-hémisphérique
entre le PMd droit (PMdi) et le M1 gauche (M1c) ou entre le M1 droit (M1i) et le M1c est
mesurée par TMS double-pulse a différents moments de la phase de pré-mouvement (t1, t2,
t3, t4). (C) Modulation de I’excitabilité du Mlc. Au repos, le PMd droit et le M1 droit
inhibent le M1 gauche. Au cours de la phase de pré-mouvement, cette inhibition se transforme
en facilitation, avec une dynamique temporelle différente. La modulation des interactions
entre le PMdi et le M1c est plus précoce que celle entre les deux M1. ST : stimulation test ;
SC : stimulation conditionnante ; TR : temps de réaction ; EMG : électromyogramme ; M1 :
cortex moteur primaire ; PMd : cortex prémoteur dorsal. Adapté de (Liuzzi et al, 2010).
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D. Le role de I’AMS dans la préparation des mouvements latéralisés

Nous avons dans un premier temps insisté sur I’importance des interactions inter-
hémisphériques, et donc du CC, pour la latéralisation de I’activité corticale au cours de la
préparation et de I’exécution de mouvements latéralisés. Nous allons maintenant nous
concentrer sur le rdle d’une région prémotrice, I’AMS, et nous allons montrer en quoi son réle

est fondamental pour la préparation des mouvements latéralisés.

1) Anatomie et localisation de I’AMS

L’AMS est localisée dans le gyrus précentral, en avant de M1, a I’intérieur de la
scissure inter-hémisphérique. L’AMS peut étre divisée en deux régions sur des criteres
anatomiques et fonctionnels (Figure 17A) (pour revue, voir (Picard and Strick, 1996;
Vorobiev et al., 1998; Nachev et al., 2008)). Chez le singe, la partie postérieure (se situant en
arriere de la ligne verticale passant par la commissure antérieure ou VCA), nommée AMS
propre, possede des projections vers la moelle épiniere (Figure 17C), ainsi que des
connexions réciproques avec les aires motrices et prémotrices (M1, cortex cingulaire, AMS)
dans les deux hémisphéres. En particulier, il existe des projections transcalleuses denses entre
les deux AMS propres ainsi qu’entre I’AMS propre et le M1 opposé. Au contraire, la partie
antérieure, nommée pré-AMS, a peu de connexions avec M1, ne projette pas sur la moelle, et
présente surtout des connexions réciproques avec les aires pré-frontales (Luppino et al., 1991;

Luppino et al., 1993; Rouiller et al., 1994; Dum and Strick, 1996; Liu et al., 2002).

2) L’AMS est impliquée dans la préparation des mouvements
De nombreuses études soulignent I’'importance de I’AMS lors de la phase de

préparation du mouvement. Des enregistrements de neurones réalisés chez le singe ont révélé
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Figure 17. Organisation anatomique et role fonctionnel de ’AMS. (A) IRM en vue
sagittale d’un sujet sain montrant la localisation anatomique de I’AMS, en position médiane,
au sein de la scissure inter-hémisphérique. Deux sous-régions peuvent étre définies en
fonction de leur position par rapport & la VCA (ligne verticale passant par la commissure
antérieure). En avant, il s’agit de la prée-AMS, et en arriere de I’AMS-propre (données
personnelles). (B) IRMf en vue sagittale montrant I’activation de I’AMS lors de la préparation
d’un mouvement unimanuel (données personnelles). (C) Coupe coronale de moelle de singe
(au niveau cervical) montrant les projections de I’AMS propre et de M1. L’AMS projette

principalement sur la zone intermédiaire de la matiére grise (Dum and Strick, 1996).
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une activation des neurones de I’AMS avant le début du mouvement (Alexander and
Crutcher, 1990; Matsuzaka et al., 1992; Picard and Strick, 1996; Tanji and Mushiake, 1996).
Comme nous I’avons dit précédemment, les enregistrements EEG réalisés chez des sujets
sains montrent que le potentiel de pré-mouvement précoce (ou Bereitschaftspotential) est lié a
I’activité de I’AMS (Shibasaki and Hallett, 2006). Par ailleurs, différentes études d’imagerie
ont rapporté de facon consistante une activation de I’AMS lors de la préparation motrice
(Figure 17B) (Deiber et al., 1996; Richter et al., 1997; Lee et al., 1999; Zang et al., 2003).
L’AMS est impliquée dans certains aspects spécifiques de la préparation motrice. Son
activation est plus importante lors de la réalisation de mouvements initiés librement, lors de la
réalisation de séquences complexes, au cours de phases d’apprentissage ou encore lorsque

nous devons modifier notre plan moteur (pour revue, voir (Tanji, 1996; Nachev et al., 2008)).

3) L’AMS est impliquée dans la production de mouvements bimanuels

L’AMS est particulierement activée au cours de taches bimanuelles asymétriques,
chez le primate non-humain aussi bien que chez I’humain (Uhl et al., 1996; Sadato et al.,
1997; Kermadi et al., 1998; Stephan et al., 1999; Toyokura et al., 1999; Immisch et al., 2001;
Donchin et al., 2002; Ullen et al., 2003; Duque et al., 2010a). L’étude de cas de lésions réelles
ou virtuelles de I’AMS a grandement contribué a une meilleure compréhension du role de
cette aire dans le processus de production de mouvements bimanuels. A la suite de Iésions de
I’AMS réalisées chez le singe, les animaux éprouvent des difficultés a réaliser des
mouvements bimanuels asymétriques, et auront tendance a produire des mouvements
symétriques a la place (Brinkman, 1984). Des observations comparables ont été faites dans le
cas de patients souffrant de lésions de I’AMS suite & des accidents vasculaires ou a des
ablations chirurgicales. Chez ces patients, des altérations de la capacité a produire des

mouvements bimanuels ont été décrites (Laplane et al., 1977; Chan and Ross, 1988; Stephan
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et al., 1999). Dans un cas notamment, la tentative de réalisation de mouvements bimanuels
asymétriques entrainait I’apparition de MM (Chan and Ross, 1988). L’inhibition transitoire et
réversible de I’AMS par SMT altere spécifiguement la coordination de mouvements
bimanuels asymétriques (Serrien et al., 2002; Steyvers et al., 2003), tandis que son excitation
améliore les performances comportementales (Carter et al., 2015).

Les mécanismes par lesquels I’AMS influence la coordination bimanuelle ne sont pas
bien connus. Cependant, sur la base de I’existence de connexions cortico-corticales et inter-
hémisphériques entre I’AMS et le M1 dans les deux hémisphéres (Luppino et al., 1993;
Rouiller et al., 1994; Liu et al., 2002), on peut supposer que I’AMS intervient dans la
modulation des interactions inter-hémisphériques entre les deux M1. Plusieurs observations
soutiennent cette hypothese. Tout d’abord, I’altération de la capacité a réaliser des
mouvements bimanuels asymétriques a la suite d’une lésion latéralisée de I’AMS chez le
singe est corrigée par une section du corps calleux (Brinkman, 1984). Ainsi, I’abolition des
connexions entre I’AMS lésée d’une part et le M1 et ’AMS situés dans I’hémisphere
contralatéral d’autre part semble restaurer une certaine indépendance des deux hémispheres.
De plus, I’inhibition transitoire de I’AMS a pour conséquence de modifier le couplage
fonctionnel entre les deux M1 (Serrien et al., 2002). Les résultats d’une étude plus récente ont
montré une corrélation entre I’activation des deux AMS au cours de mouvements unimanuels

et la taille du CC, et corroborent cette hypothése (Stanéak et al., 2003).

Nous pouvons conclure de I’ensemble de ces études que : (i) le rdle de I’AMS dans la
préparation du mouvement et dans la réalisation de mouvements bimanuels asymétriques fait
de cette aire une bonne candidate pour le contrdle de la préparation des mouvements

latéralisés ; (ii) différents arguments anatomiques et fonctionnels suggérent que I’AMS

137



138 | INTRODUCTION

pourrait moduler les interactions entre les deux hémisphéres via des connexions directes

(cortico-corticales et inter-hémisphériques) avec les deux M1.
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I. Article 1: Le role de DCC dans le guidage du faisceau

corticospinal n’est pas cellule-autonome (soumis)

Des mutations du géne DCC ont été identifiées chez des patients atteints de MMC, une
pathologie associée a des anomalies anatomiques du FCS (Srour et al., 2010; Depienne et al.,
2011). Cependant, il existe trés peu de donnees concernant les patients DCC, et I’anatomie du
FCS n’a pas été étudiée en détail chez ces derniers. Au contraire, le réle de DCC dans le
développement du FCS est bien connu chez la souris. Le FCS n’a pas été étudié chez les
mutants Dcc” car ces derniers meurent & la naissance (Fazeli et al., 1997), c’est-a-dire au
moment ou le FCS croise la ligne médiane et entre dans la moelle chez la souris. En revanche,

kanga

les mutants Dcc ont une mutation viable de Dcc aboutissant a la production d’une
protéine tronquée. Ces derniers présentent des défauts majeurs de I’anatomie du FCS au
niveau de la décussation pyramidale (Finger et al., 2002). Cependant, il semble que DCC ne
soit pas exprimé dans le FCS chez la souris (Shu et al., 2000; Finger et al., 2002), ce qui
souléve la question du rdle de cette protéine dans le guidage du FCS.

En premier lieu, nous avons étudié I’anatomie du FCS chez six patients atteints de
MMC présentant des mutations du géne DCC. Chez ces patients, la stimulation du cortex
moteur primaire par SMT engendrait des réponses musculaires au niveau de la main
ipsilatérale qui étaient totalement absentes chez les sujets sains (ces derniers présentant des
réponses strictement contralatérales). Ces résultats démontrent I’existence de projections
corticospinales anormales depuis le cortex moteur vers la moelle ipsilatérale chez les patients
DCC. Afin de déterminer plus précisément la cause de ces anomalies électrophysiologiques,
nous avons étudié I’anatomie du FCS chez deux de ces patients avec des techniques de
tractographie. Cette analyse a révélé que la décussation pyramidale des patients était

anormale. En effet, le ratio entre le nombre de fibres corticospinales non-croisées et croisées

était beaucoup plus important chez les patients que chez les sujets sains. Ces résultats
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démontrent que DCC est impliqué dans le développement du FCS et dans la formation de la
décussation pyramidale non seulement chez la souris, mais aussi chez I’humain.

Dans un second temps, nous avons étudié le réle de DCC dans le guidage du FCS a la
ligne médiane chez la souris. Nous avons précisé le patron d’expression de DCC au cours du
développement de la souris : en particulier, nous n’avons pas pu détecter DCC au sein du FCS
lorsque ce dernier croise la ligne médiane a PO. Nous avons ensuite étudié I’anatomie de la
décussation pyramidale chez plusieurs lignées de souris ayant des mutations de Dcc. En

kanga

particulier, nous avons comparé les souris Dcc avec des souris présentant une délétion

totale de Dcc dans le télencéphale dorsal (souris Emx1::cre ;Dcc'™), et donc dans le FCS.

kanga - |'anatomie de la décussation

Nous avons montré que contrairement aux souris Dcc
pyramidale n’était pas altérée chez les souris Emx1::cre ;Dcc'™'™. Ces résultats démontrent
que le réle de DCC dans le guidage des axones corticospinaux a la ligne médiane n’est pas
cellule-autonome. Nous supposons donc que le guidage du FCS fait intervenir d’autres
structures, situées a proximité de la décussation pyramidale, qui sont altérées chez les mutants

kanga

Dcc*®™? mais pas chez les souris Emx1::cre ;Dcc®®. Nous avons observé une association

entre I’absence de décussation du FCS et des anomalies anatomiques de I’olive inférieure (OI)

kanga

chez les souris Dcc™™°, ce qui corrobore notre hypothese. Enfin, I’analyse du comportement
moteur de ces différentes lignées de souris nous a permis de clarifier le réle du FCS dans la

génération de mouvements volontaires asymétriques avec les membres antérieurs.
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Abstract

The corticospinal tract is the principal motor pathway for voluntary movements. Most
corticospinal tract axons cross the anatomic midline at the junction between the brainstem and
the spinal cord, thus forming the pyramidal decussation. DCC, a NETRIN-1 receptor, ensures
proper guidance of commissural axons at the midline. Humans with heterozygous DCC
mutations have congenital mirror movements, a disorder associated with malformations of the
pyramidal decussation, at least in some cases. The corticospinal tract fails to cross the midline
in Kanga mice expressing a truncated DCC protein, but how DCC influences corticospinal
tract midline crossing is not known.

Here, by investigating the anatomy of the corticospinal tract with multimodal approaches, we
demonstrate that patients with congenital mirror movements due to DCC mutations have
abnormal pyramidal decussation resulting in ipsilateral corticospinal tract projections to the
spinal cord. Thus, DCC mutations result in abnormal corticospinal tract midline crossing in
both humans and mice. In addition, we show that DCC is not detected in the normal mouse
corticospinal tract, and that specific deletion of DCC in the neocortex of Emx1::cre;Dcc'®/
mice does not affect the pyramidal decussation, demonstrating that the role of DCC in
corticospinal tract axons guidance at the midline is non cell-autonomous. Altogether, our data

unravel a new level of complexity in the role of DCC in corticospinal tract guidance at the

midline.

Keywords: brain development, neuroanatomy, motor control, movement disorders, clinical

neurophysiology

Abbreviations: CC = corpus callosum; CMM = congenital mirror movements; CST =

corticospinal tract; FDI = first dorsal interosseous; 10 = inferior olivary; M1 = primary motor
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cortex; MAO = medial accessory olive; MEP = motor evoked potential; TMS = trans-cranial

magnetic stimulation; DTI = diffusion tensor imaging
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Introduction

The corticospinal tract (CST) is the principal motor pathway for voluntary movements
(Heffner and Masterton, 1983; Davidoff, 1990; Vulliemoz et al., 2005). Most CST axons
cross the midline at the junction between the brainstem and spinal cord, known as the
pyramidal decussation. To cross the midline, central nervous system (CNS) axons are guided
by molecular cues whose expression, together with that of their receptors, is tightly controlled
in time and space during development (Chedotal, 2011; Nawabi and Castellani, 2011). DCC
(Deleted in colorectal cancer) is a receptor that mediates the chemoattractive activity of
NETRIN-1, thereby modulating the crossing of CNS commissural axons (Keino-Masu et al.,
1996). In Dcc™ knockout mice, midline crossing by commissural axons is altered at the level
of the corpus callosum (CC), anterior commissure, hippocampal commissure (Fazeli et al.,
1997; Finger et al., 2002; Fothergill et al., 2014), habenulo-interpeduncular system (Belle et
al., 2014), inferior olive (Marcos et al., 2009), and spinal cord (Fazeli et al., 1997; Rabe
Bernhardt et al., 2012). The role of DCC in the development of the CST has not been
investigated in Dcc™” knockout mice since they die within 24 hours after birth, when the CST

kanga

crosses the midline and enter the spinal cord. The study of Dcc mice provided evidence

kanga

supporting a role of DCC in the development of the mouse CST. Dcc mice carry a
spontaneous and viable Dcc mutation that removes the exon encoding the P3 intracellular
domain (Finger et al., 2002). These mice are characterized by a striking ‘*kangaroo-like’’
hopping gait, and replicate most of the commissural defects observed in Dcc”” mutants. At the
level of the pyramidal decussation, the CST of Kanga mutants does not cross the midline but
forms two bundles that remain in the ventral ipsilateral spinal cord (Finger et al., 2002).

Many commissural neurons throughout the central nervous system express DCC (Keino-Masu

et al., 1996; Shu et al., 2000). These commissural populations fail to cross the midline in Dcc

mutants (Fazeli et al., 1997; Finger et al., 2002; Rabe Bernhardt et al., 2012; Fothergill et al.,
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2014), suggesting a cell-autonomous role for this receptor. However, DCC has not been
detected in brainstem CST axons during normal development (Shu et al., 2000; Finger et al.,
2002), raising questions as to the mechanism by which DCC influences CST midline
crossing.

In human, heterozygous mutations in DCC have been identified in families with autosomal-
dominant congenital mirror movements (CMM) (Srour et al., 2010; Depienne et al., 2011,
Meneret et al., 2014). CMM is associated with malformations of the pyramidal decussation, at
least in some cases (Gallea et al., 2013; Welniarz et al., 2015). Two CMM patients with
initially unknown genetic status were found to carry a DCC mutation, years after publication
of their neurophysiological data. In these two patients, unilateral transcranial magnetic
stimulation (TMS) of the primary motor cortex elicited bilateral motor responses, suggesting
the existence of bilateral CST projections to the spinal cord (Cincotta et al., 1994; Cincotta et
al., 2003; Borgheresi et al., 2010). However, further neurophysiological and neuroimaging
data are needed to validate these results and to clarify to what extent the pyramidal
decussation is morphologically and functionally abnormal in DCC-CMM patients.

The aim of the present paper was to unravel the role of DCC in CST midline crossing in both
human and mice. First, we used an optimized multimodal approach to characterize in details
the abnormalities of the CST in a group of six DCC-CMM patients. Second, we investigated
whether the role of DCC in CST midline crossing is cell-autonomous in mice by analyzing
various Dcc deficient mouse mutants, including a line with a conditional deletion of DCC
restricted to the neocortex. Last, we investigated the motor consequences of abnormal

pyramidal decussation in mice.
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Material and methods

Subjects

Six right-handed CMM patients with documented mutations in the DCC gene (Depienne et
al., 2011; Meneret et al., 2014) were matched for age, gender and handedness with six healthy
volunteers The severity of mirror movements was evaluated with the Woods and Teuber
rating scale (Woods and Teuber, 1978). All the participants gave their written informed
consent and the protocol was approved by the CPP lle-de-France 6 (2013-A00616-39).

Patients gave their written informed consent for videos appearing in the publication.

Electrophysiological experiments

EMG signals were recorded bilaterally from the first dorsal interosseous (FDI) muscles
(Gallea et al., 2013). Motor evoked potentials (MEPS) induced by single monophasic pulses
delivered with a figure-of-eight coil connected to a Magstim 200 (Magstim, Dyfed, UK) were
recorded from electromyographic signals. Coil positioning for the stimulation of the FDI
muscles in M1 and measurements of the resting motor threshold were previously described
(Gallea et al., 2013). Between 30 and 60 MEPs evoked by calibrated stimulation (1.3x the
resting motor threshold) of the dominant hemisphere were recorded bilaterally in the FDI
muscles to compare the frequency, latency and amplitude of the normal contralateral MEPSs

with those of any mirror MEPSs recorded in the hand ipsilateral to the stimulation site.

Magnetic resonance imaging

MRI was performed with a Siemens 3 T MAGNETOM Verio with a 32-channel head coil.
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The MRI protocol included anatomical three-dimensional (3D) T1-weighted MPRAGE
images (TR = 2.3 s; TE = 4.18 ms; flip angle = 9°; TI = 900 ms; voxel size =1 x 1 x 1 mm>;
176 slices) and spin-echo echo-planar diffusion tensor imaging (TR =10 s, TE = 87 ms, voxel
size =2 x 2 x 2 mm®, 60 slices, 60 gradient encoded directions with a b value of 1500 s/mm?,

11 non diffusion-weighted volumes).

Tractography analysis
Tractography analysis was performed in two patients (#1 and 6).
Diffusion images were preprocessed as previously described with MRtrix software

(http://www.brain.org.au/software/mrtrix/) (Gallea et al., 2013). Raw diffusion-weighted data

were corrected for motion and geometric distortions secondary to eddy currents by using a
registration technique based on the geometric model of distortions (Mangin et al., 2002). The
fiber orientation distribution function (ODF) was estimated by using the constrained spherical
deconvolution (CSD) method in MRtrix. The sufficient angular resolution allowed high-order
fiber orientation estimation algorithms. The ODF information obtained from CSD was used,
with a suitable fiber-tracking algorithm, to infer the connectivity of crossing fibers. We used a
probabilistic streamlines algorithm with the entire ODF as a probability density function
(ODF threshold = 0.1; step size = 0.2 mm as 1/10 of the voxel size; radius of curvature = 1
mm; up-sampling of DWI data to 1 mm). In the native individual space, we performed seed-
to-target analysis in regions of interest defined along the CST (Gallea et al., 2013). These
regions included the anterior bundle of the CST in the upper part of the brainstem, the lower
part of the brainstem, and the lateral horn of the spinal cord (see Figure 2A). We used a
probabilistic tractography algorithm: the number of fibers connecting a seed voxel to a target
voxel was calculated by sampling one million draws for each fiber connecting the seed to the

target. The CST tracts (the normally crossed CST and the abnormally uncrossed CST) were
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reconstructed for each subject. We analyzed the proportion of crossed versus uncrossed
portions of the CST by using a laterality coefficient (NF Crossed - NF Uncrossed)/(NF
Crossed + NF Uncrossed), where NF is the number of fibers. Ratios closer to 1 indicate
greater crossed than uncrossed CST, whereas ratios closer to -1 indicate greater uncrossed

than crossed CST.

Animals and genotyping

Dcc (Fazeli et al., 1997), Dcc®®™® (Finger et al., 2002) and Dcc'™ (Krimpenfort et al., 2012)
mice, as well as the Emx1::cre (Gorski et al., 2002) and Tau®™" (Hippenmeyer et al., 2005)
lines have previously been described and genotyped by PCR. Except for the Dcc'@"? line, all

kanga

the mouse lines were maintained on a C57B/6J background. Dcc mice arose in a C.AKR-

€9 mutation has been

Tgn® research mouse colony at The Jackson Laboratory, and the Tgn
segregated out of the line (Finger et al., 2002). The day of the vaginal plug was EQ, and the
day of birth was PO. All animal procedures were approved by the Regional Animal

Experimentation Ethics Committee C2EA-05 Charles Darwin (01558.01).

Immunohistochemistry

All the immunohistochemistry experiments were performed on at least 3 animals per age and
per genotype. For light microscopy, PO-P2 mice were anesthetized on ice and adult mice were
anesthetized with sodium pentobarbital (50 mg/kg i.p.). Embryos were fixed by immersion in
4% paraformaldehyde with 0.12 M phosphate buffer pH 7.4, and post-natal mice were
perfused through the aorta with 0.12 M phosphate buffer, pH 7.4, containing 4%
paraformaldehyde. Tissue preparation and immunostaining were carried out as described in

(Repici et al., 2012), using the following primary antibodies: goat anti-DCC (1/100; Santa
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Cruz Biotechnology, Santa Cruz, California); rabbit anti-PKCy (1/100, Santa Cruz); chicken
GFP (1/500, Aveslab); mouse MBP (1/200, Chemicon, Millipore, Molsheim, France); rat L1

(1/400, Millipore) and mouse Calb1 (1/100; Swant, Bellinzona, Switzerland).

Tracing of the corticospinal tract

Surgery and sample collection. Adult male or female mice were anesthetized with a mixture
of ketamine (146 mg/kg) and xylazine (7.4 mg/kg) and placed in a stereotaxic frame. Pressure
injections of an anterograde tracer (biotinylated dextran amine, BDA, MW 10 000, SIGMA)
targeting the left motor cortex were performed. Six 0.2-pl aliquots of 10% BDA solution in
normal saline were injected (0.1 pl/min) with a 10-ul Hamilton microsyringes fitted with a
removable needle (Hamilton, 7762-03) at the following coordinates, as determined in
(Tennant et al., 2011): i) A (anteriority: positive values are rostral to bregma, negative values
are caudal to bregma) = 1, L (laterality to bregma) = 2, D (depth from the surface of the skull)
=1;ii)A=1,L=1,D=1;iii)A=-025L=2D=1;ivy/A=-025L=1,D=1;v) A=-1,
L=2,D=1;andvi)A=-1,L=1,D=1. At each injection point, the needle was left in place
for 3 min before and after the injection to minimize leakage. After surgery, the wound was
cleansed and the skin sutured. Fourteen days following BDA injections, the mice were deeply

anesthetized and perfused as described for immunohistochemistry procedure.

Revelation of BDA labeling after cryostat sectioning. The brain and spinal cord were treated
as described above for the immunohistochemistry procedure (Repici et al., 2012). Coronal
sections 30 um thick through the entire brain and spinal cord were cut on a cryostat. Sections
were washed for 15 min in 0.1 M PBS pH 7.3 and incubated for one hour in PBSGT (PBS
containing 0.25% Triton-X, 0.2% gelatin) and lysine (0.1 M). The sections were then

incubated overnight in steptavidin-complex conjugated to horseradish peroxidase solution
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(HRP, 1/400, Sigma) in PBSGT. The sections were washed 4 x 10 min in PBST, then
incubated for 40 min in 1% DAB solution (3,3’-diaminobenzidine, Sigma-Aldrich) in 0.1 M
Tris pH 7.6 containing 0.015% H;0,. The sections were washed 3 x 5 min in 0.1 M Tris in
order to stop the reaction, then dehydrated before mounting in Eukitt (Sigma). Images were

acquired with a DMR Leica microscope.

3DISCO clearing and light-sheet imaging. We used the 3DISCO clearing, 3D imaging and

image processing procedures described in (Belle et al., 2014).

Behavioral study of Dcc deficient mice

All the behavioral studies were performed blindly to the genotype. The tests were performed
on male and female mice aged between 8 and 12 weeks. For the first three days, the mice
were habituated to being handled by the experimenters in order to limit stress. Mice were then
tested with a partial SHIRPA protocol (grasping, clasping and auditory tests were performed,

and whisker state was evaluated) in order to rule out major neurological abnormalities.

The open field test was used to evaluate spontaneous activity and locomotion: mice were
placed in the center of a 0.25-m”arena and allowed to explore freely for 5 minutes. During
this time, they were tracked and recorded with a camera fixed above the arena, and the total

walking distance was calculated with Topscan software.

The Ladder test apparatus (Locotronic) consists of a 124 cm x 8 cm corridor with a floor
composed of 78 bars each 1 cm apart. The mice were made to cross the corridor, and the
number of slips of the forelimbs, hindlimbs and tail was automatically detected by 158
infrared captors placed on the corridor walls (sampling frequency 1000 Hz). This test

evaluates the precision and coordination of limb positioning.

151



Treadmill. Mice were placed on a transparent treadmill (14 cm x 6 cm) moving at 12 cm/s.
After a short training session, the mice had to run for ten seconds, during which period the
positioning of their paws was recorded by a camera fixed under the apparatus. The numbers
of symmetric and asymmetric strides were counted after excluding frames in which the mouse

was not running.

Rotarod. The accelerating Rotarod (BIOSEB) consists of a horizontal rod 3 cm in diameter,
turning on its longitudinal axis. The training phase consisted of walking on the rod at a
rotational speed varying from 4 to 40 rpm for one minute. The mice were then subjected to
four trials in which the speed of rotation increased gradually from 4 rpm to 40 rpm over 5
min. Time spent on the rod was recorded and averaged for the 4 trials. The test was repeated
three days in a row with the same procedure, except that the training session was performed

only on the first day.

Grip test. Forepaw muscle strength was measured with a grip test. The mouse was held by the
base of its tail and allowed to firmly grab the grid of the device with its forepaws. The mouse
was then pulled gently backwards until it released its grip. The peak force (N) in each trial
was considered as the grip strength. Four successive measurements were averaged. The same

procedure was performed with forepaws and hindpaws at the same time.

Reaching exploratory behavior. When placed in a new environment, as a glass cylinder, mice
engage in “reaching” exploratory behavior, in which they contact walls with their forepaws
(Serradj et al., 2014). This contact can be made with the two paws simultaneously (symmetric
movement) or independently (asymmetric). Ten reaching movements were recorded with a
video camera and then examined frame-by-frame to calculate the numbers of asymmetric and

sym metric movements.
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Statistical analysis

Data were analyzed with SPSS statistical software version 22.0 (Chicago, Illinois, USA). The
normality of variable distributions and the homogeneity of variance across the groups were
assessed with the Kolmogorov-Smirnov and Levene tests, respectively. Variables that failed
any of these tests were analyzed with the nonparametric Mann-Whitney test. Variables that
passed the normality test were analyzed with ANOVA followed by the Bonferroni post hoc
test for multiple comparisons, or with Student's t test when comparing two groups. Paired data
were analyzed by repeated-measures ANOVA with two factors, followed by the Bonferroni
post hoc test for multiple comparisons. Categorical variables were compared using Pearson’s

v test or Fisher’s exact test.

153



Results

Abnormal ipsilateral corticospinal projections in DCC-CMM patients

To determine whether DCC is involved in the formation of the pyramidal decussation in
humans, we first studied six patients with typical congenital mirror movements due to DCC
haploinsufficiency (Depienne et al., 2011; Meneret et al., 2014). In these patients, intentional
movements of one hand are accompanied by involuntary mirror movements of the other hand
(Supplementary movie 1). The patients had no additional clinical manifestations. We used
single-pulse TMS to investigate how neural signals propagate along the CST (Table 1 and
Fig. 1). In the healthy controls, stimulation of the cortical representation of hand muscles at
rest elicited contralateral responses only (Fig. 1A). In contrast, in the six DCC-CMM patients,
unilateral stimulation of the primary motor cortex at rest elicited ipsilateral responses, which
were absent in all six controls. This suggested the existence of fast-conducting corticospinal
projections from the hand area of the dominant primary motor cortex to motoneurons on the
ipsilateral side of the spinal cord in the patients (Gallea et al., 2013; Welniarz et al., 2015).
Ipsilateral MEPs were observed in 100% of the pulses in five DCC-CMM patients, and in

65% of the pulses in the remaining patient (Table 1).

The relative amplitude of the contralateral and ipsilateral MEPs was variable in the DCC-
CMM patients. The amplitude of the ipsilateral MEPs was smaller than the normal
contralateral MEPs in two of the six patients (Fig. 1B, Table 1) and larger in three of the six
patients (Fig. 1C, Table 1), whereas only ipsilateral MEPs were observed in one patient (Fig.
1D, Table 1). This variability in the amplitude of ipsilateral and contralateral MEPs could
reflect differences in the relative number of ipsilateral and contralateral CST projections to
the spinal cord. In patients #1-5, who had bilateral MEPs, the difference in latency between

ipsilateral and contralateral MEPs was less than 1 millisecond (Table 1), which is consistent
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with the presence of direct corticospinal projections from the dominant hemisphere to the
ipsilateral spinal cord. We then used diffusion tensor imaging (DTI) to investigate the CST
projections in two patients and two controls (Fig. 2). The results suggested that the controls
had more crossed CST fibers than uncrossed CST fibers, whereas the patients had more
uncrossed CST fibers than crossed CST fibers (Fig. 2B, C). Together, these findings support
the involvement of DCC in the development of the pyramidal decussation in humans, as

previously observed in mice.

DCC expression in CST axons is not required for midline crossing

kanga

We then investigated whether the CST midline crossing defects of Dcc mice may result
from a cell autonomous effect of DCC. CST axons were labeled at PO using Emx1::Cre mice
(in which cre recombinase is expressed in the neocortex from about E10 (Gorski et al., 2002),
including the neocortical layer V) crossed with Tau-lox-Stop-lox-mGFP-IRES-nls-lacZ mice
(Tau®"®), which express a membrane-tethered GFP in axons following Cre-mediated
recombination (Hippenmeyer et al., 2005). As previously described (Bareyre et al., 2005),

CST axons were GFP-positive in Emx1::Cre;Tau™®""

mice (Fig. 3 and Supplementary Fig.
1). At PO, DCC was not detected in the CST of Emx1::cre;Tau®™ mice, either in the
brainstem (Fig. 3B, C) or at the pyramidal decussation (Fig. 3D), consistent with previous
observations (Shu et al., 2000; Finger et al., 2002). As expected, DCC was detected in
fasciculus retroflexus (Fig. 3B). The lack of DCC immunolabeling in the CST suggests that

the role of DCC in CST development could be non cell-autonomous. However, it is possible

that DCC expression in the CST is too low to be detected (Finger et al., 2002).

To further address this issue, we selectively abolished Dcc expression in cortical neurons by

using Dcc conditional knockout mice (Krimpenfort et al., 2012) and the Emx1::cre mouse
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line (Gorski et al., 2002). We compared the CST anatomy of Emx1::cre;Dcc'®'™ mice, in
which DCC is conditionally deleted in cortical neurons (Supplementary Fig.2), with various

kanga

Dcc deficient mouse lines and their respective controls. Dcc IS @ spontaneous mutation

that removes the exon encoding the P3 intracellular domain of DCC, and the CST fails to

kanga/kanga

cross the midline in Dcc mice (Finger et al., 2002). As we were not able to generate

kanga/kanga kanga/+ kanga/-

Dcc mice, Dcc mice were crossed with Dcc™” mice to obtain Dcc mice, in

which one allele bears a Kanga mutation and the other is deleted. Dcc*®™%" mice were

kanga* mice. Dcc*” mice with DCC haploinsufficiency were compared to

compared to Dcc
Dcc™™* mice. We first verified that Dcc*®"® (n = 3/3) and Emx1::cre;Dcc'™™ (n = 3/3) adult
mice lacked the CC (Supplementary Fig. 3) (Fazeli et al., 1997; Finger et al., 2002),
demonstrating that DCC is lacking in the neocortex of Emx1::cre;Dcc®® mice. The CST
organization was investigated by PKCy immunostaining and by unilateral BDA injection into
the left motor cortex (Fig. 4 and Supplementary Fig. 4). In Dcc™™ control mice (n = 4/4),
BDA-labeled CST axons crossed the midline at the pyramidal decussation (Fig. 4B, B’), then
turned dorsally and continued their trajectory into the dorsal funiculus of the contralateral
spinal cord (Fig. 4B-E, B’-E’). The anatomy of the CST at the pyramidal decussation was
normal in Dcc™ mice (n = 5/5; Supplementary Fig. 4 A-D, A’-D’) and in Dcc®"%* mice
(data not shown, n = 4/4). As expected, Dcc®®™% mice (n = 4/4) had major anomalies of the
CST. Indeed, at the pyramidal decussation, CST axons completely failed to cross the midline,
and three distinct fasciculi were observed within the ipsilateral spinal cord (Fig. 4F, F’, G,
G’): (i) a minor group of axons located in the ventral part of the dorsal funiculus (Fig. 4G, G’,
H, H); (ii) a bundle in a ventro-medial position (Fig. 41, I’); and (iii) a bundle in a ventro-
lateral position (Fig. 41, I’). These findings were reminiscent of what had been observed in

kanga/kanga

Dcc mice (Finger et al., 2002), emphasizing the importance of DCC in CST guidance

at the midline. To further study the CST of Dcc**¥" mice, we combined unilateral CST
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labeling with 3DISCO optical clearing and light-sheet microscopy of adult brains and spinal

kanga/+

cords. In Dcc mice (n = 1/1), the CST axons crossed the midline and turned dorsally at

the decussation (Supplementary movie 2). No axons crossing the midline were detected in

kanga/-

Dcc mice (n = 1/1); the CST axons instead formed two bundles, one lateral and the other

medial, that remained in the ventral ipsilateral spinal cord (Supplementary movie 3).

These results further support the role of DCC in CST axon guidance at the level of the
pyramidal decussation. Interestingly, the pathway followed by CST axons was normal in

lox/lox

Emx1::cre;Dcc mice (n = 3/3), in which CST axons crossed the midline at the level of
pyramidal decussation and continued their trajectory through the dorsal funiculus of the
contralateral spinal cord (Fig. 4J-M, J’-M’). These results show that DCC deletion in the
neocortex (and thus in the CST) is not sufficient to induce abnormal pyramidal decussation.

The role of DCC in CST axon guidance at the midline is therefore non cell-autonomous.

Abnormal anatomy of the inferior olive associated with defective CST midline

crossing of mice lacking functional DCC

In Emx1::cre;Dcc™ mice, DCC deletion in CST neurons did not result in abnormal
pyramidal decussation, contrary to Dcc*® mice. CST guidance at the midline might thus
involve other brainstem structures located in the vicinity of the decussation. The medial
accessory olive (MAO) is the most caudal part of the inferior olivary (10), and is located
rostral to the decussation in wild type mice (Fig. 5A-F). It has been reported that 10 neurons
express DCC and that 10 neuron migration is altered in Dcc” mutants (Bloch-Gallego et al.,
1991; Marcos et al., 2009). We therefore investigated the anatomy of the inferior olivary and

kanga/-

its position with respect to the CST in adult Dcc mice. In the caudal MAO of control
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mice (n = 4/4; Fig. 5A-F), the neurons were located in a lateral position and formed an
elongated teardrop lining the pyramidal decussation, while in Dcc* mice (n = 5/5; Fig. 5G-
L) they had an aberrant medial location. Together, these findings showed that the lack of CST

kanga/-

axons crossing the midline in Dcc mice is associated with an abnormal medial position

of caudal 10 neurons.

The study of Dcc® mice highlights the role of DCC in the generation of

asymmetric movements

kanga/kanga

Dcc mice present a hopping gait and some of them are ataxic (Finger et al., 2002),

but their motor phenotype has not been investigated in details. We therefore compared the

kanga/- kanga/+

performance of Dcc mice with control mice (wildtype or Dcc ) with various motor

tests. Five of eleven Dcc@"9¥

mice had major balance disorders: they were unable to stand on
their limbs and therefore moved very little during the open-field test (ANOVA F 25 = 33.18,
p < 0.001, followed by the Bonferroni post hoc test; Fig. 6B). Because they were unable to

kangal- mice

perform most of the motor tests, they were excluded from further analysis. Dcc
were lighter than their littermate controls (ANOVA F220) = 6.27, p = 0.008, followed by the
Bonferroni post hoc test, Fig. 6A), and therefore did not perform as well as the controls in the
muscle strength test (Student’s test, Proretimbs = 0.228; Phindtimps = 0.042; Fig. 6C). Dcc*@%"
mice were undistinguishable from controls in the Rotarod test (repeated-measures ANOVA
with two factors, F01) = 0.71, p = 0.793, followed by the Bonferroni post hoc test; Fig. 6D).
On the treadmill test, Dcc*®"%¥" mice displayed a hopping gait, frequently moving both their
forelimbs and hindlimbs simultaneously (Mann-Whitney test, Prorelimbs< 0.0001; Phindlimbs<

0.0001; Fig. 6E, E2; Supplementary movie 4). In contrast, the control mice made alternating

movements with their forelimbs and hindlimbs (Fig. 6E, E1; Supplementary movie 5). In the
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kanga” mice made more

ladder test, which evaluates the precision of limb positioning, Dcc
forelimb errors than controls (Freeman-Halton extension of Fisher’s exact test, p = 0.038; Fig.
6F). The exploratory reaching test evaluates the lateralization of voluntary forelimb
movements (Serradj et al., 2014). When placed in a new walled environment, mice have a
tendency to establish contacts on the walls with their forelimbs in an asymmetric (Fig. 6G,
G1; Supplementary movie 6) or symmetric (Fig. 6G, G2; Supplementary movie 7) manner. In

kanga/-

the reaching test, Dcc mice made more symmetric movements of the forelimbs than the

kangal- mjce

controls (Student’s test, p < 0.0001; Fig. 6G). The motor phenotype of Dcc
underlines the importance of DCC in the generation of alternating movements during

locomotion, and of voluntary asymmetric forelimb movements.
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Discussion

We show that DCC mutations result in abnormal CST midline crossing at the level of the
pyramidal decussation in both humans and mice. Selective suppression of DCC expression in
the mouse neocortex did not affect the pyramidal decussation, demonstrating that the role of
DCC in CST axon guidance at the midline is non cell-autonomous. CST guidance at the
midline might thus involve other brainstem structures located in the vicinity of the
decussation. In keeping with this hypothesis, we show that CST defects at the midline of

D Cckanga/-

mice are associated with abnormal positioning of caudal olivary neurons.
Behavioral analysis of Dcc deficient mouse lines revealed that lateralization of CST
projections to the spinal cord is not the only factor involved in the generation of voluntary

asymmetric forelimb movements.

DCC is involved in CST guidance at the midline of both humans and mice

Using a combination of TMS and DTI tractography, we obtained evidence that DCC-CMM
patients have abnormal CST midline crossing at the level of the pyramidal decussation. Our
TMS findings are consistent with those of previous TMS studies of two DCC-CMM patients
(Cincotta et al., 1994; Cincotta et al., 2003; Borgheresi et al., 2010). In all six of the DCC-
CMM patients studied here, stimulation of the motor cortex hand representation elicited
ipsilateral MEPs, whereas in healthy volunteers the MEPs are strictly contralateral to the
stimulated hemisphere (Alagona et al., 2001; Bawa et al., 2004; Gallea et al., 2011; Welniarz
et al., 2015). MEPs elicited by stimulation of the motor cortex with TMS result from the
transmission of a neuronal signal from the cortex to the peripheral muscles via fast-
conducting CST fibers and spinal motoneurons (Di Lazzaro et al., 2008; Di Lazzaro and
Ziemann, 2013; Bestmann and Krakauer, 2015). Direct connections of CST axons to

motoneurons (direct cortico-motoneuronal connections) make a significant contribution to
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MEPs in humans (Brouwer and Ashby, 1990; Mills, 1991; Palmer and Ashby, 1992; Petersen
et al., 2003). In our patients, the presence of ipsilateral MEPs with latencies similar to those
of contralateral MEPs points strongly to the existence of direct connections of CST axons
from one hemisphere to hand muscle motoneurons on both sides of the spinal cord. Moreover,
these results are corroborated by DTI analysis of two of the DCC-CMM patients, in whom we
found more uncrossed CST fibers than crossed CST fibers, contrary to the situation observed
in control subjects. Our multimodal study strongly suggests that abnormal CST midline
crossing, rather than aberrant CST branching in the spinal cord, is responsible for the
abnormal ipsilateral MEPs observed in DCC-CMM patients. Our findings thus support the
involvement of DCC in CST midline crossing at the level of the pyramidal decussation in
humans.

In five of the six DCC patients, stimulation of the dominant hemisphere evoked ipsilateral
responses in 100% of the pulses. In four of these patients, the amplitude of the ipsilateral
MEPs was higher than that of the contralateral MEPSs. In a previous study of seven RAD51-
CMM patients, we found that the frequency of ipsilateral MEPs was always below 100% and
that their amplitude was always smaller than that of normal contralateral MEPs (Gallea et al.,
2013). Another study showed that the relative amplitude of the ipsilateral and contralateral
MEPs was variable across individuals in a group of thirteen patients with X-linked Kallmann
syndrome, some of whom had greater ipsilateral MEPs than contralateral MEPs (Mayston et
al., 1997). The relative proportion of ipsilateral and contralateral CST projections is likely to
be the main determinant of the relative amplitudes of contralateral and ipsilateral MEPs
(Mayston et al., 1997; Petersen et al., 2003; Bestmann and Krakauer, 2015). In keeping with
this hypothesis, DCC-CMM patients would have a majority of ipsilateral CST projections.

kanga/-

We found that the pyramidal decussation was completely absent in Dcc mice, in keeping

kanga/kanga

with descriptions of Dcc mice (Finger et al., 2002). The decussation is partial in
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human DCC-CMM patients, while it is normal in Dcc™ mice and completely absent in

D Cckanga/-

mice. The organization of the CST is different in mice and humans. While 95% of
CST axons cross the midline in rodents (Schreyer and Jones, 1982; Rouiller et al., 1991;
Joosten et al., 1992), this proportion varies between 75% and 90% in humans with important
inter-individual differences (Davidoff, 1990; Nathan et al., 1990; Jang, 2014). CST axons
crossing the midline at the level of the spinal cord have been described in humans and
monkeys (Nathan et al., 1990; Lacroix et al., 2004; Rosenzweig et al., 2009), but to a lesser
extent in rodents (Rouiller et al.,, 1991). Although there are species-related differences

regarding the anatomy of the pyramidal decussation, our data suggest a role for DCC in CST

guidance at the midline in both mice and humans.

The role of DCC in CST guidance at the midline is not cell-autonomous in mouse

In mice lacking a functional DCC, CST axons fail to cross the midline at the level of the
pyramidal decussation. Yet, we showed that during normal development, DCC is not detected
in CST axons at the level of the pyramidal decussation. Selective suppression of DCC in the
mouse neocortex, and thus in the CST, did not alter CST midline crossing. These results
demonstrate that the role of DCC in CST axon guidance at the midline is non cell-
autonomous.

Other receptors involved in axon guidance have also been reported to have non cell-
autonomous functions. In Drosophila, the DCC ortholog FRAZZLED1, a NETRIN-1
receptor, is required for the guidance of retinal cells and longitudinal axons in a non cell-
autonomous manner, possibly by controlling NETRIN-1 distribution and presentation (Gong
et al., 1999; Hiramoto et al., 2000). Likewise, a recent study showed that the WNT binding
receptor FRIZZLEDS3 has a non cell-autonomous role in guiding medium spiny neurons in

mice, possibly by positioning corridor guidepost cells (Morello et al., 2015).
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The DCC receptor has been described as a cell-autonomous regulator of axon guidance. Many
commissural neurons throughout the central nervous system express DCC (Keino-Masu et al.,
1996; Shu et al., 2000). These commissural populations fail to cross the midline in Dcc
mutants (Fazeli et al., 1997; Finger et al., 2002; Rabe Bernhardt et al., 2012; Fothergill et al.,
2014), suggesting a cell-autonomous role for this receptor in this setting. This is the case of
the CC, which expresses DCC during development (Shu et al., 2000) and which is lacking in
Dcc mutant mice (Fazeli et al., 1997; Fothergill et al., 2014).

Our work shows for the first time that DCC controls CST midline crossing in a non cell-
autonomous manner and suggests that normal guidance of the CST at the pyramidal
decussation involves structures located in the vicinity of the pyramidal decussation, that might
be absent or mis-located in Dcc mutants. The 10, which is located in the caudal brainstem
adjacent to the pyramidal decussation, is a good candidate for this role. Positioning of 10
neurons is completed before the CST reaches the pyramidal decussation at PO (Bourrat and
Sotelo, 1988; Bourrat and Sotelo, 1990). DCC is expressed in 10 neurons (Bloch-Gallego et
al., 1991), and 10 neurons migration is altered in Dcc” mutants (Marcos et al., 2009). A role
of 10 neurons in CST guidance had been proposed, through SEMAGA expression (Faulkner et
al., 2008; Runker et al., 2008). Here we show that the lack of CST axons crossing the midline

kanga/-

in Dcc mice is associated with an abnormal medial position of caudal 10 neurons. For

kanga/-

these reasons, we suspect that the abnormal 10 formation observed in Dcc mutants might

eventually affect the guiding role of 10 neurons for CST axons. Alternatively, the abnormal

anatomy of the caudal 10 observed in Dcc*"%

mutants might be a consequence of CST
defects.
Our data unravel a new level of complexity in the role of DCC in axon guidance at the

midline. They also highlight that the formation of the pyramidal decussation depends upon

prior set up of brainstem structures.
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Motor behavior of Dcc mice provides insights into the role of the CST in the

production of asymmetric movements
Beside the description of the hopping gait and ataxia (Finger et al., 2002), careful

investigation of the motor behavior of Dcc*®"%

mice had not been performed. Here, we show
that Dcc*®™¥®" mice have very specific motor impairments, as they are unable to generate
alternating movements during stereotypic locomotion (hopping gait) or voluntary asymmetric

forelimb movements (exploratory reaching behaviors). In Dec*"%?"

mice, DCC deficiency not
only impacts CST and CC development but also affects other DCC-expressing cell
populations, such as commissural spinal cord interneurons, that are critical for locomotion
(Rabe Bernhardt et al., 2012). Two recent studies used conditional knockout EPHA4 mice to
dissect the neuronal circuits responsible for their hopping gait. In Emx1::cre;EphA4™oxMox
mice, conditional EPHAA4 deletion in the forebrain resulted in normal stereotypic locomotion
despite bilateral CST projections to the spinal cord (Borgius et al., 2014; Serradj et al., 2014).
In contrast, specific EPHA4 deletion in the spinal cord or in glutamatergic interneurons was
sufficient to induce hopping locomotor activity (Borgius et al., 2014). Together, these results

show that stereotypic left-right alternation relies on spinal commissural circuits rather than on

proper CST wiring.

Emx1::cre;EphA4"™"* mice, which have bilateral CST projections to the spinal cord, exhibit
symmetric voluntary movements in conditions in which asymmetric limb movements are
normally produced (as in the exploratory reaching test), and might thus provide a good
murine model of mirror movements (Borgius et al., 2014; Friel et al., 2014; Serradj et al.,
2014). Dcc*®"? mice have a similar motor phenotype but, contrary to Emx1::cre;EphA4™1oxox

mice, they have strictly ipsilateral CST projections to the spinal cord. This suggests that

bilateral CST projection to the spinal cord is sufficient but not necessary to induce
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symmetrical reaching behaviors. There is currently no mouse behavioral test specifically
designed to assess the motor consequences of bilateral CST projections to the spinal cord.
Human mirror movements are thought to result from CST projections to both the ipsilateral
and contralateral spinal cord (Vulliemoz et al., 2005; Gallea et al., 2011; Peng and Charron,
2013; Welniarz et al., 2015). Mirror movements have not been described in patients with
horizontal gaze palsy with progressive scoliosis, despite their complete lack of CST
decussation (Jen et al., 2004; Bosley et al., 2005; Amoiridis et al., 2006; Haller et al., 2008).
This suggests that mirror movements are related to bilateral spinal cord projections arising

from a single primary motor cortex rather than to abnormal decussation of the CST per se.
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Figure 1. In healthy volunteers, unilateral stimulation of the hand area of the dominant
primary motor cortex elicited only contralateral MEPs (A, blue line, right hand), whereas
ipsilateral MEPs were observed in the DCC patients (B-D, red line, left hand). Depending on
the patient, the ipsilateral MEPs were smaller (B) or larger (C) than the contralateral MEPs. In

patient #6, stimulation of the dominant hemisphere elicited only ipsilateral MEPs (D).
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Figure 2. Tractography of the CST in DCC-CMM patients. (A) Left: color coding of the
crossed (blue) and uncrossed (red) corticospinal tracts; Right: regions of interest (both in the
diagram and superimposed on an axial slice of an anatomical image of a subject) used to
reconstruct the fiber tracts (blue point) at the base of the pontine (al), the anterior pyramid in
the upper medulla (a2), and the crossed lateral funiculus of the upper cervical cord (a3). The
crossed CST from the left M1 to the right upper cervical cord was reconstructed after
excluding fibers reaching the right medial and left lateral and medial funiculi. (B)
Tractography of the corticospinal tract superimposed on the individual fractional anisotropy
color map of a control subject and two DCC-CMM patients. Individual coronal views at the
level of the decussation are presented. Blue tracts represent the crossed CST, and red tracts
the uncrossed CST. (C) The corticospinal tract laterality coefficient is expressed as (NF
Crossed - NF Uncrossed)/(NF Crossed + NF Uncrossed), where NF is the number of fibers.
The coefficient was positive for the two controls (indicating more fibers in the crossed
corticospinal tract) and negative for the two DCC-CMM patients (indicating more fibers in

the uncrossed corticospinal tract).
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Brainstem

Pyramidal
decussation

Figure 3. DCC is not detected in CST axons when they cross the midline. (A) Schematic
representation of a PO mouse sagittal section indicating the trajectory of the CST and the level
of the coronal sections presented in this figure. Coronal sections of PO Emx1::cre;Tau®™
mice (n = 3) stained with anti-DCC (B-D), anti-GFP (B’-D’), and both labels (B”-D”). GFP
staining was used as a marker of corticospinal tract axons. DCC was not detected at the CST
in the pons (B), brainstem (C) or pyramidal decussation (D). DCC was expressed in the

fasciculus retroflexus (FR, B), used as a positive control. Dashed lines indicate the midline.

The scale bar represents 184 um in B-D.

174



Deganga’ Dcet™*

Emx1::cre;Decoox

A

Pyramidal
decussation (1)

BDA injection
N

Cervical spinal
cord (2)

Pyramidal
decussation

Spinal cord

12
Dorsal funiculus

Ventral funiculus

175



Figure 4. Abrogation of neocortical DCC expression fails to reproduce the abnormal

pyramidal decussation observed in Dcc*"%?

mice. (A) Schematic representation of an adult
mouse sagittal section indicating the trajectory of the CST and the level of the coronal
sections presented in this figure. Biotin dextran amine (BDA) was injected into the left motor
cortex of Dcc*’ (n = 4; B-E, B’-E’), Dcc*®™¥ (n = 4; F-I; F’-1") and Emx1::cre;Dec'™' (n =
3; J-M, J’-M’) mice to label the left-sided CST axons. The CST was visualized on coronal
sections at the level of the pyramidal decussation and in the spinal cord, by immunostaining
against the PKCy (visualization of the two CSTs; B-M), or by revelation of the BDA tracer
(visualization of the left-hand CST alone; B’-M’). The CST trajectory was similar in Dcec™*
(B-E) and Emx1::cre;Dcc'™™ (J-M) mice. In Dcc*® "% mice, the CST axons did not cross the
midline at the pyramidal decussation (I) but spread in two bundles, one lateral and the other

medial, that remained in the ventral ipsilateral spinal cord (F-I). The scale bar represents 336

uminB,C, F, G, J, K; 168 umin E, I, M; and 84 um in D, H, L.
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D Cckanga.-‘-r
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Figure 5. Absence of the pyramidal decussation and presence of inferior olivary neurons at
the midline in mutants lacking functional DCC. The anatomy of the inferior olivary (I0) was

investigated in adult Dcc®¥ (n = 5) and Dcc®™®* (n = 4) mice. 10 neurons were

kanga/- kanga/+

immunostained for calbindin (Calbl). In adult Dcc and Dcc mice, the CST was
visualized by PKCy immunostaining. In controls, at the pyramidal decussation, the medial
accessory olivary (MAO) neurons were located in a lateral position, while the CST axons
turned medially and crossed the midline (A-F). At the most caudal part of the 10 in Dcct@"%”
mice, the olivary neurons were located in a medial position (G-L). The dashed lines indicate
the midline. The squares in A and G indicate the regions seen in D-F and J-L, respectively.

The scale bar represents 168 um in A-F and 84 um in G-L.
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Figure 6. DCC is required for asymmetric movements. We used behavioral tests to
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investigate the motor phenotype of Dcc mutant mice. Dcc mice (n=11; black and

kanga/+

red) were compared to Dcc™* mice or Dcc mice (that behave like wildtype mice, n=17;

kanga/-

gray). Five of the 11 Dcc mice displayed marked balance disorders (red): they were

unable to stand on their limbs and thus moved very little in the open-field test (ANOVA F(2,2s5)
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= 33.18, p < 0.001, followed by the Bonferroni post hoc test; B). Because they were unable to

kanga/- mi ce

perform most of the motor tests, they were excluded from further analysis. Dcc
were lighter than their littermate controls (ANOVA F 20 = 6.27, p = 0.008, followed by the
Bonferroni post hoc test; A) and were accordingly weaker in the muscle strength test
(Student’s test, Prorelimbs = 0.228; Prindtimbs = 0.042; C). Dcc®9¥" mice were indistinguishable
from controls in the Rotarod test (repeated-measures ANOVA with two factors. F; 1) = 0.71,

kangal- mice

p = 0.793, followed by the Bonferroni post hoc test; D). On the treadmill, Dcc
displayed a striking hopping gait, frequently moving both their forelimbs and their hindlimbs
simultaneously (Mann-Whitney test, prorelimps< 0.0001; Pringimbs< 0.0001; E, E2). In contrast,
control mice made alternating movements (E, E1) of their forelimbs and hindlimbs. In the
ladder test, Dcc*®%®" mice made more forelimb errors than the controls (Freeman-Halton
extension of Fisher’s exact test, p = 0.038; F). When placed in a new walled environment,
mice have a tendency to establish contacts on the walls with their forelimbs in an asymmetric

kanga/-

(G1) or symmetric (G2) manner. In the reaching test, Dcc mice made more symmetric

forelimb movements than the controls (Student’s test, p < 0.0001; G).
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Table 1. Frequency, amplitude and latency of the ipsilateral MEPs in DCC-CMM

patients
Frequency of Latency of | Latency of
MM WT Relative amplitude
Subject | Gender/Age ipsilateral contralateral | ipsilateral
score (MEPipsi/MEPcontra)
MEPs MEPs (ms) | MEPs (ms)
Patient 1 M/41 2 65% 4% 22,8 23,6
Patient 2 F/51 3 100% 47% 21,9 22,5
Patient 3 M/42 2 100% 392% 25,1 24,9
Patient 4 M/49 3 100% 322% 23,0 22,7
Patient 5 F/79 3 100% 409% 22,5 22,1
Patient 6 F/44 2 100% ipsilateral MEPs only 20,7

The frequency of ipsilateral MEPs represents the percentage of trials in which unilateral
stimulation of the dominant

hemishpere elicited ipsilateral muscular responses. MEP: motor evoked potentials; MM:

mirror movements ;

WT: Woods and Teuber
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Supplementary Figure 1. EMX1 is expressed in CST neurons before they cross the midline.
(A) Schematic representation of a mouse P2 sagittal section indicating the trajectory of the
CST and the level of the coronal sections presented in this figure. Coronal sections of E17 (n
= 3; B-D), P2 (n = 3; E-G) and P20 (n = 3; H-J) Emx1::cre;Tau®™ mice stained with anti-
GFP (B-M) and anti-PKCy, a marker of the CST (E-J). At E17, GFP staining was detected
along the entire trajectory of the CST axons: in the internal capsule (B); at the level of the
pons, where the CST adopts a ventral position (C); and in the brainstem, in a ventral position
(D). At P2 and P20, GFP staining co-located with PKCy staining at the level of the pyramidal

decussation (E-J). White arrows indicate CST axons. The scale bar represents 168 um in B-J.

181



PO WT

[PO Emx1::cre:Doce| |

Supplementary Figure 2: DCC is expressed in the neocortex and CC of wild type mice but

not in Emx1::cre;Decc' /1

mice. Coronal sections of PO wild type mice (n = 3; A-C) and of
PO Emx1::cre;Dec'™™ mice (n = 3; D-F) stained with anti-DCC and anti-L1. At PO, DCC
was detected in the neocortex and CC of wild type mice (A-C). However, it was not detected

lox/lox

in the neocortex of Emx1::cre;Dcc mice (D-F). The scale bar represents 168 pum in A-F.

LV: lateral ventricule.
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Supplementary Figure 3. Abrogation of neocortical DCC expression reproduces the lack of

forebrain commissures observed in Dcc*@"%”

mice. (A) Schematic representation of an adult
mouse sagittal section indicating the level of the coronal sections presented in this figure. The
corpus callosum (CC; B-E), anterior commissure (AC; B-E), and posterior commissure (PC;
F-1) were revealed by myelin basic protein (MBP) immunostaining. The CC and AC were
present in Dcc*’™ mice (n = 4), as in Dcc*’* mice (n = 4; A-B). Note the absence of CC and
AC in both Dcc® (n = 3; D) and Emx1::cre;Dcc'™'™ mice (n = 3; E). The posterior

commissure was present in all Dcc mutants (F-1). The scale bar represents 672 um in B-E and

336 pumin F-I.
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Supplementary Figure 4. The anatomy of the pyramidal decussation is normal in Dcc*”

mice. BDA was injected into the left motor cortex of adult Dcc*’™ mice (n = 5) to label the left
CST axons. The CST was visualized on coronal sections at the level of the pyramidal
decussation and in the spinal cord by PKCy immunostaining (visualization of the two CSTs;
A-D), or by revelation of the BDA tracer (visualization of the left CST alone; A’-D’). The
CST trajectory is normal in Dcc*™ mice: the CST axons cross the midline at the decussation
(A, A’), turn dorsally and continue their trajectory in the dorsal funiculus of the contralateral
spinal cord (B-D, B’-D’). The scale bar represents 336 um in A, A’, B, B’; and 168 um in D,

D’;84uminC, C’.
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Il. Résultats complémentaires : R6le de Netrin-1 dans le guidage du

FCS a la ligne médiane

NETRINI, le ligand de DCC, est exprimé par de nombreuses structures au niveau de
la ligne médiane du systéme nerveux central (Kennedy et al., 1994; Keino-Masu et al., 1996).
L’effet chimio-attractif de NETRIN-1 permet aux axones commissuraux exprimant DCC de
se diriger vers la ligne médiane puis de la franchir. Les mutants murins Dcc” et Netrinl”
présentent des phénotypes similaires. En I’absence de Netrin-1, de nombreuses populations
d’axones commissuraux exprimant DCC sont incapables de franchir la ligne médiane,
notamment les commissures du cerveau antérieur ainsi que les axones commissuraux de la
moelle (Serafini et al., 1996; Fazeli et al., 1997). Etant donné que les souris Netrinl” meurent
a la naissance (Serafini et al., 1996), le role de cette molécule dans le développement du FCS
n’a pas été étudié en détail. L’équipe d’Alain Chédotal a généré des mutants conditionnels
présentant une délétion totale de Netrinl dans la plaque du plancher (floor plate) au niveau de
la moelle et du tronc cérébral (souris Shh::cre ;Netrin'®/'®). Cette lignée étant viable, nous
avons analysé I’anatomie du FCS ainsi que le comportement moteur de ces mutants.

Nous avons procédé a des injections de BDA (biotinylated dextran amine) dans le
cortex moteur gauche de souris adultes Shh::cre;Netrin'™/"* (n = 2), Shh::cre;Netrin'® (n =
2) et Netrin'®/'* (n = 3), comme décrit ci-dessus (Article 1 ; Figure 18A). Nous avons ensuite
visualisé le FCS a différents niveaux du tronc cérébral et de la moelle. Dans la partie
antérieure du tronc cérébral (avant I’Ol), le FCS était similaire entre les mutants et les
contrdles. En revanche, I’anatomie du FCS était anormale au niveau de I’Ol chez les souris
Shh::cre;Netrin'®/'®. Tandis que chez les souris contrdle, le FCS est situé en position ventro-

médiale, en dessous de I’olive (Figure 18C), nous avons observé que le FCS et I’olive étaient
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Figure 18. L’anatomie du FCS est anormale chez les souris Shh::cre;Netrin'®/'™. (A)
Représentation schématique d’une coupe sagittale de cerveau de souris adulte indiquant le
niveau des coupes coronales présentées dans la figure. Nous avons injecté de la BDA dans le
cortex moteur gauche de souris Shh::cre ;Netrin'®', Shh::cre ;Netrin'®" et Netrin'®"* afin
de marquer les axones corticospinaux. Le FCS a été visualisé au niveau du tronc cérébral ou
de la décussation par immuno-marquage anti-PKCy ou par révélation de la BDA. Nous avons
utilisé un immuno-marquage anti-Calbl afin de marquer les neurones de I’olive inférieure
(10). La trajectoire du FCS était anormale chez les mutants Shh::cre ;Netrin'®* et
Shh::cre ;Netrin'™". Au sein du tronc cérébral, chez les souris contrdles, le FCS était situé en
position ventro-médiale, en dessous de I’olive (C), tandis que le FCS et I’olive s’étalaient
anormalement en position latérale chez les mutants (comparer B et C). Au niveau de la
décussation, une partie des axones corticospinaux croisait la ligne médiane, tandis que la
majorité restait au sein de la moelle ipsilatérale, en position ventrale (comparer D et E). Les
fleches blanches indiquent le FCS. CST : corticospinal tract; 10 : inferior olive. La barre
d’échelle représente 320 um dans B-E.
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Figure 19. Organisation anormale du FCS dans la moelle chez les mutants
Shh::cre;Netrin1'®"* (suite de la figure 18). Au niveau de la moelle, trois composantes
distinctes du FCS ont été identifiées chez les souris mutantes : (1) une partie des axones
corticospinaux se trouvaient a son emplacement normal, dans le cordon dorsal de la moelle
contralatérale & I’hémisphere d’origine (A, A’, B, B’) ; la majeure partie des axones n’avaient
pas franchi la ligne médiane, et étaient restés au sein de la moelle ipsilatérale (2) en position
ventrao-médiale, ou (3) en position ventro-latérale (A, A’, C, C’). Au contraire, chez les
contrdles, I’ensemble des axones corticospinaux se trouvait dans le cordon dorsal de la moelle
contralatérale (D, D’, E, E”), et aucune fibre n’a été observée au niveau du cordon ventral (F,
F). Les fleches blanches indiquent le faisceau corticospinal. L’échelle représente 640 pum
dans A, D et 320 um dans B, C, E, F.
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anormalement étalés latéralement chez les mutants (Figure 18B). Au niveau de la décussation,
une partie des axones corticospinaux parvenaient a franchir la ligne médiane, tandis que la
majorité d’entre eux restait en position ventrale (comparer Figure 18D et 18E). En
conséquence, I’organisation du FCS dans la moelle épiniére des souris Shh::cre;Netrin'®/'**
était completement anormale, et trois composantes distinctes du FCS ont été identifiées : (i)
une partie des axones corticospinaux se trouvait a son emplacement normal, dans le cordon
dorsal de la moelle contralatérale a I’hémisphére d’origine (Figure 19A, A’, B, B’); la
majeure partie des axones n’avait pas franchi la ligne médiane et était restée au sein de la
moelle ipsilatérale (ii) en position ventro-médiale ; ou (iii) en position ventro-latérale (Figure
19 A, A’, C, C). Au contraire, chez les souris contrbles, I’ensemble des axones
corticospinaux se trouvait dans le cordon dorsal de la moelle contralatérale (Figure 19 D, D’,
E, E’), et aucune fibre n’a été détectée au niveau du cordon ventral (Figure 19 F, F’). Nous

avons observé les mémes défauts chez les souris Shh::cre:Netrin'®",

lox/lox (

Nous avons ensuite analysé le phénotype moteur de souris Shh::cre;Netrin n=

lox/lox

10) et de controles Netrin (n = 10) en utilisant les tests comportementaux décrits
précédemment (Article 1). Il n’y avait pas de différence de poids entre les deux groupes (t
test, p = 0.653, Figure 20A). La distance parcourue par les souris Shh::cre;Netrin'/* dans
I’open-field était moins importante que celle parcourue par les contrdles (t test, p = 0.004,
Figure 20B). Les performances des deux groupes étaient similaires pour le test de la force
musculaire (t test, Pantrieur = 0.271 ; Ppostrieur = 0.367, Figure 20C), du rotarod (2x2 ANOVA,
F = 1.590, p = 0.223, Figure 20D), du treadmill (test de Mann-Whitney, pantsrieur = 0.739,
Pposteriesr = 0.315, Figure 20E) et de I’échelle de marche (2x2 ANOVA, F = 18, p = 0.395,

Figure 20G). Nous avons ensuite utilisé des tests permettant d’évaluer de fagon plus

spécifique les conséquences de défauts anatomiques du FCS. Au cours de la locomotion libre,
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Figure 20. Netrin-1 est impliquée dans la génération de mouvements asymetriques des
membres antérieurs. Nous avons analysé le phénotype moteur de souris
Shh::cre ;Netrin'®/'** et de contrdles Netrin'®/'*. 1 n’y avait pas de différence de poids entre
les deux groupes (t test, p = 0.653, A). La distance parcourue dans I’open-field par les souris
Shh::cre;Netrin'®/'* était moins importante que celle parcourue par les contrdles (t test, p =
0.004, B). Les performances des deux groupes étaient similaires pour le test de la force
musculaire (t test, Panterieur = 0.271 ; Ppostérieur = 0.367, C), du rotarod (2x2 ANOVA, F = 1.590,
p = 0.223, D), du treadmill (test de Mann-Whitney, panterieur = 0.739, Pposterieur = 0.315, E) et de
I’6chelle de marche (2x2 ANOVA, F = 18, p = 0.395, G). Les souris Shh::cre ;Netrin'®/"
produisaient des mouvements majoritairement symétriques avec les membres antérieurs au
cours des tests du treadmill avec obstacles (test de Mann Whitney, Panterieur = 0.029, Ppostérieur =
0.19, F) et du « reaching » exploratoire (test de Mann Whitney, p = 0.075, H).
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les circuits impliqués dans la génération des mouvements alternés des membres sont
principalement spinaux. Au contraire, lors de phases de locomotion nécessitant de franchir
des obstacles, un controle supra-spinal est mis en jeu et fait intervenir le FCS (Borgius et al.,
2014; Serradj et al., 2014; Welniarz et al., 2015). Au cours de la locomotion avec obstacles, la
proportion de mouvements symétriques produits avec les membres antérieurs était plus

lox/lox

importante chez les souris Shh::cre;Netrin que chez les contréles (test de Mann Whitney,
Pantérieur = 0.029, Ppostériewr = 0.19, Figure 20F). Lorsque les souris sont placées dans un nouvel
environnement, elles ont tendance a se redresser sur leurs membres postérieurs et a établir des
contacts avec la paroi avec leurs membres antérieurs, de fagcon asymétrique ou symétrique
(Serradj et al., 2014). Au cours de ce test du reaching exploratoire, les souris
Shh::cre;Netrin'®™ ont produit plus de mouvements symétriques que les souris controles
(test de Mann Whitney, p = 0.075, Figure 20H).

Ces résultats soulignent I’'importance du couple NETRIN1-DCC dans le

développement du systéme moteur, et en particulier du FCS. Il est intéressant de remarquer

lox/lox kanga

que les mutants Shh::cre;Netrin , au méme titre que les souris Dcc™™°, présentent une
association entre des défauts de guidage du FCS a la ligne médiane et des anomalies
anatomiques de 1I’Ol. Nous discuterons de facon plus approfondie ces résultats dans la partie

1l. B de la discussion.
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I11. Article 2 : Des mutations du géne NETRIN1 sont responsables

du syndrome des mouvements en miroir congénitaux (soumis)

Une partie du travail de I’équipe est concentrée sur les aspects génétiques des MMC,
et notamment sur la recherche de nouveaux génes responsables de cette pathologie. En effet,
les mutations des génes RAD51, DCC et DNAL4 ne représentent que 35% des cas répertoriés
(Meneret et al., 1993). Aurélie Méneret, en collaboration avec I’équipe de Liz Franz en
Nouvelle-Zélande, a donc réalisé une analyse génétique par séquencage d’exomes de 25
patients atteints de MMC ne présentant aucune mutation dans RAD51, DCC ou DNALA4. Plus
de 35000 variants génétiques ont été analysés chez chaque individu, et ces variants ont été
classés en fonction de différents critéres. Les variants les plus communs ou ceux n’étant pas
situés dans des régions codantes ont été éliminés. Aurélie Méneret a ensuite suivi une
approche dite de « géne candidat », c’est-a-dire qu’elle a pondéré les résultats de I’analyse
d’exomes par la proximité des génes identifiés avec RAD51 ou DCC. En effet, si des
mutations des génes RAD51 et DCC ont été identifiées chez des patients atteints, il est
probable que d’autres mutations touchant les mémes voies de signalisation puissent produire
le méme phénotype. Cette approche a mené a I’identification de mutations hétérozygotes du
gene NETRINL, le ligand de DCC, dans deux familles de patients atteints de MMC (une
mutation faux-sens et une délétion d’acide aminé sans décalage du cadre de lecture) ainsi que
dans un cas sporadique (mutation faux-sens).

L’équipe d’Alain Chédotal a ensuite procédé a des tests in vitro afin d’évaluer le
caractére pathogene de ces mutations. Les trois formes mutées de Netrinl ont été introduites
dans des plasmides et transfectées dans des cellules HEK. Les trois formes mutées de la
protéine ont été détectées dans le lysat total des cellules, signifiant que la protéine mutée était
bien produite. En revanche, aucune des trois formes mutées de la protéine n’a été détectée

dans le surnageant des cellules, contrairement a la forme non mutée. Ces résultats suggeérent
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que les trois mutations du géene NETRIN1 identifiées chez les patients MMC aboutissent a la
production d’une protéine qui n’est pas sécrétée en dehors de la cellule.

Nous avons regu un patient MMC avec une mutation de NETRIN1 dans le cadre de
notre protocole, et j’ai procédé aux analyses électrophysiologiques et de neuroimagerie
décrites dans I’article 1. L’IRM anatomique n’a révélé aucune anomalie majeure du systeme
nerveux central. En particulier, le CC était présent et apparemment normal. La stimulation de
I’aire de la main du M1 par SMT a engendré des réponses musculaires au niveau de la main
ipsilatérale, réponses qui étaient totalement absentes chez les sujets sains (ces derniers
présentant des réponses strictement contralatérales a I’hémisphére stimulé). Les mémes
expériences menées sur un patient néo-zélandais ont conduit a des résultats similaires. Cela
démontre I’existence de projections corticospinales anormales depuis le cortex moteur vers la
moelle ipsilatérale chez ces deux patients NETRIN1. Afin de déterminer plus précisément la
cause de ces anomalies électrophysiologiques, nous avons étudié I’anatomie du FCS chez
notre patient et chez un volontaire sain avec des techniques de tractographie. Cette analyse a
révélé que chez le patient NETRINL, la décussation pyramidale était anormale. En effet, le
ratio entre le nombre de fibres corticospinales non-croisées et croisées était beaucoup plus
important que chez le patient que chez le sujet sain. Ces résultats démontrent que NETRIN1
est impliquée dans le développement du FCS et la formation de la décussation pyramidale

chez I’humain.
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Summary paragraph

Netrin-1 is a secreted protein first identified 20 years ago as an axon guidance molecule
regulating midline crossing in the central nervous system. It has since been shown to play
critical roles in various tissues throughout development as well as in tumorigenesis and
inflammation in adulthood. Despite extensive studies, no human disease has been directly
associated with mutations in NTN1, the gene coding for netrin-1. Congenital mirror
movements is a neurodevelopmental disorder characterized by involuntary movements of one
hand that mirror intentional movements of the opposite hand. Here we show, in three
unrelated families, that mutations in exon 7 of NTN1 cause isolated congenital mirror
movements through a defect in netrin-1 secretion. The pathophysiology likely involves
haploinsufficiency and subsequent disruption of axon guidance with abnormal decussation of
the corticospinal tracts. Given the numerous roles of netrin-1, the absence of manifestations
other than mirror movements is unexpected.

Text

Netrins are a family of extracellular proteins regulating cell migration and survival during
development and adulthood. The first member, netrin-1, was identified as a secreted protein
mediating axon guidance in the spinal cord.! It is expressed at the midline of the developing
central nervous system (CNS), where it acts as an attractive or repulsive cue for different
populations of crossing/commissural axons.? In netrin-1 knockout mice, many axons fail to
cross the midline in the corpus callosum, the hippocampal and anterior commissures, the
corticospinal tract (CST) and the spinal cord.*® Netrin-1 binds to several transmembrane
receptors including DCC (deleted in colorectal carcinoma)® and UNC5s, which respectively
mediate attractive or repulsive axonal responses to netrin-1.

However, netrin-1 exerts a variety of functions beyond axon guidance and is involved in

synaptogenesis, apoptosis, cell migration and angiogenesis.”® There is also evidence
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suggesting that netrin-1 influences remyelination and tumorigenesis.>*® Netrin-1 is a
promising therapeutic target and/or biomarker in cancer, cardiovascular disease,
neuroinflammation and kidney disease.’®*? Variants in UNC5C have been linked to
Alzheimer’s disease and colorectal cancer,’® while mutations in DCC have been shown to
cause the rare disorder congenital mirror movements (CMM).** However, the 20" anniversary
of the discovery of netrin-1 has passed without the identification of a single human disease
caused by mutations in NTN1, the gene coding for netrin-1.

CMM is characterized by involuntary movements of one side of the body that accompany and
mirror intentional movements on the opposite side (OMIM #157600).> CMM mostly involve
the hands. Affected subjects are unable to perform pure unimanual movements and have
difficulty with skills requiring dissociated movements of the two hands. It has been described
as a familial disorder with autosomal dominant inheritance and incomplete penetrance, but
simplex cases also exist. The pathophysiology of CMM is likely related to developmental
abnormalities of the CST, which convey motor outputs from the motor cortex to the
contralateral side of the body, and of the corpus callosum, which underlies communication
between motor cortices. CMM usually involve abnormal decussation of the corticospinal
tracts and altered interhemispheric inhibition with bilateral activation of the primary motor
cortices during unimanual movements.*®*’” The known culprit genes are DCC, RAD51, which
encodes a DNA repair protein, and possibly DNAL4, which encodes an axonemal dynein light
chain.’**%2° However, only 35% of affected individuals or families carry a pathogenic variant
in one of these genes.’® We suspected that mutations in other axon guidance genes,
particularly those interacting with DCC or belonging to the netrin-1/DCC pathway, might
cause CMM. To explore this hypothesis, exome sequencing was conducted in 25 index cases
of CMM (8 familial and 17 sporadic) without mutations in DCC, RAD51 or DNALA4. Patient

characteristics and genetic findings are summarized in Extended Data Table 1. More than
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35000 variants were identified per individual. We initially filtered the data to remove variants
that are too common to explain the low prevalence of the disorder [allele frequency greater
than 0.1% in the EXAC database, comprising exome data of 60,706 unrelated individuals
(Exome Aggregation Consortium, Cambridge, MA)], those unlikely to affect protein-coding
genes (intronic and synonymous), and low confidence variant calls owing to poor coverage in
our data (read depth less than 10x). Genes were then prioritized as candidates by known
connection to DCC and RAD51 function, by the number of unrelated individuals with
variants, by functional prediction scores and by the rarity of variants in the EXAC database.
Despite only two individuals carrying heterozygous variants, the most compelling candidate
was the NTN1 gene, coding for netrin-1, a known ligand for DCC. One missense variant
(c.1801T>C/p.Cys601Arg) of NTN1 segregated with CMM in all 3 affected members of a
French family (Figure 1a), was predicted to be pathogenic by the Sift and Polyphen2
algorithms and was absent from the EXAC database. An in-frame deletion
(c.1552_1554delCAT/p.1le518del) of NTN1 segregated with CMM in all 3 affected members
of a family from the United Kingdom collected in New Zealand (Family C in Franz et al.,
2015)?* (Figure 1b) and was also absent from the EXAC database. Sequencing of the NTN1
gene in 22 additional index cases (20 sporadic and 2 familial, all negative for DCC and
RAD51) found another missense variant of NTN1 (c.1802G>C/p.Cys601Ser) in a sporadic
case (Figure 1c). This variant was also predicted to be pathogenic by Sift and Polyphen2 and
was absent from the EXAC database. In addition, all 3 variants alter amino acids that are
highly conserved among species (Extended Data Figure 1).

To assess the pathogenicity of the 3 variants, mutations (1518del, C601R, C601S) were
introduced into mouse and human netrin-1 cDNAs fused to an alkaline phosphatase (AP)
reporter. We showed that the mutated netrin1-AP proteins could be detected in HEK293 cell

lysates, but that they were absent from the supernatant, contrary to the wild type (WT)
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netrin1-AP constructs (Figure 2a-b). Similar results were obtained using untagged human
netrin-1 and a netrin1“®*® variant (Figure 2c-b). These experiments show that all three NTN1
mutations found in CMM patients likely prevent the secretion of netrin-1.

Clinically, the patients (including an 81 year old asymptomatic carrier) had normal eyesight,
no oculomotor abnormalities, no cardiovascular or respiratory disease, no inflammatory
disease and no cancer. Except for mirror movements, neurological examination was normal.
Some of the patients had irritable bowel syndrome and/or peripheral vasoconstriction when
exposed to cold. Brain MRI was normal, showing no corpus callosum hypoplasia or visible
pontine abnormalities (Extended Data Figure 2). We used Tractography to investigate the
projection of the CST in one patient and one control subject (Figure 3). Results suggested that
a higher proportion of fibres was located in the crossed compared to the uncrossed CST in the
control, whereas a higher proportion of fibres was located in the uncrossed CST in the patient
(Figure 3b). We then used single pulse transcranial magnetic stimulation (TMS) to study the
propagation of neural signals along the CST in two patients and two controls. We found that
unilateral stimulation of the primary motor cortex frequently elicited bilateral motor evoked
potentials (MEPS) in patients, compared to strictly unilateral MEPs, contralateral to the
stimulation, in controls (Figure 4, Extended Data Table 2).

We have shown in two unrelated families and one sporadic case that heterozygous mutations
in exon 7 of NTN1 cause autosomal dominant CMM through a defect in netrin-1 secretion.
Since netrin-1 is a diffusible extracellular cue, the pathophysiology probably involves
haploinsufficiency. As a consequence, midline axon guidance was likely disrupted in the
patients.

Despite the small number of patients, both tractography and TMS results converged to
support the existence of an abnormal uncrossed CST in NTN1 patients. This is consistent with

findings in severe hypomorphic NTN1 mutant mice that show much-reduced decussation of
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the CST.* These mutants also exhibit corpus callosum agenesis,> absence of forebrain
commissures and defects in spinal commissural axon projections.> NTN1 hypomorphic
mutants usually die shortly after birth. DCC knockout mice also display commissural axon
guidance defects and are not viable.?? Electrophysiological recordings in embryonic spinal
cord preparations showed that neuronal circuits controlling locomotion are disorganized in
DCC and NTN1 mutants.? In addition, DCC mutants carrying the “kanga” mutation (which
results in a deletion of the P3 domain in the cytoplasmic tail of DCC) have a hopping gait.*
These mice also present with corpus callosum agenesis and defects in the decussation of the
CST. This is consistent with the abnormalities found in CMM patients, involving both altered
interhemispheric inhibition and abnormal decussation of the CST.'®*’

Given the numerous roles of netrin-1 during development and beyond, the absence of
manifestations other than mirror movements is quite surprising. Patients could be expected to
have vision and hearing impairment,?* oculomotor abnormalities,”® hypogonadism,®
cardiovascular diseases,™ cancers™ and inflammatory diseases."? Irritable bowel syndrome?’
and temperature regulation issues® have been observed in two patients, but might be unrelated
because of their high prevalence in the general population. A possible explanation could be
that the midline guidance function of netrin-1 is the most sensitive to gene dosage, with
abnormalities occurring when only 50% of the protein is expressed, whereas alterations of
other functions require greater deficits. The study of NTN1 conditional knockout mice® might
allow for a better understanding of the pathogenic underpinnings of CMM in NTN1 patients.
The mechanism by which NTN1 mutations alter netrin-1 secretion is unknown. Despite the
fact that all 3 reported mutations alter the C-terminal part of the protein, this domain is not
required for proper secretion.”® The mutated proteins do not seem to be degraded either, as
they are detectable in cell lysates. The mutations might induce alterations of the protein

structure that interfere with the secretion process. The cysteine in position 601 seems to be of
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particular importance, as it is mutated in 2 of our 3 families. The 6 conserved cysteines
located in the NTR module form disulphide bonds that might be important for the structure of
netrin-1.” Alternatively, the mutations might induce a reduced half-life of the secreted
protein, preventing detection in the supernatant, or an abnormal relocation of the protein to
other cell compartments. This hypothesis is consistent with reports of the existence of a
nucleolus localization signal in the C-terminal part of netrin-1.% Further studies are needed to
decipher the exact mechanisms by which NTN1 mutations induce a defect in netrin-
1 secretion. Since netrin-1 is considered as a potential therapeutic target for cancer and
inflammatory diseases, identification of these mechanisms might open new therapeutic

avenues.
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Figure 1. Pedigrees of the CMM families and distribution of the mutations in NTNL.
(a) Family 1 (from France) with a C601R mutation (the unusual family tree is due to the fact
that individual 1.1 had children with 4 different women), (b) Family 2 (from the United
Kingdom, collected in New Zealand, previously identified as family C in Franz et al., 2015)
with a 1518del mutation, (c) Canadian sporadic case with a C601S mutation.

(d) Schematic of the netrin-1 protein showing the laminin (LN) domain, the 3 Epidermal
Growth Factor (EGF) — like domains and the Netrin (NTR) domain. Arrowheads show the
location of the 3 mutations.

Filled symbols represent individuals with CMM, symbols with an embedded filled circle
asymptomatic carriers, empty symbols unaffected individuals, squares are male and circles are
female.

m: mutated allele, +: wild type allele.
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Figure 2. Expression of the WT and mutated netrin-1-AP and netrin-1 constructs.

55 kDa

35 kDa

100 kDa

HEK?293 cells were transfected with mouse and human WT and mutated netrin1-AP (a, b) or

human WT and mutated netrin-1 (c, d) plasmids and grown for 48 hours. Western blot

showed the presence of the WT and mutated proteins in total lysates at the expected molecular

weight (a, ¢) but the absence of the mutated proteins in the supernatant, contrary to WT (b, d).

Antibodies were anti-netrin-1 (a, b, c, d) and anti-actin (a, c).

AP: alkaline phosphatase, WT: wild type, h: human, m: mouse, Netl: netrin-1.
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Figure 3. Corticospinal tract analysis using tractography.

(a) Left: Diagram showing color coding of the crossed (blue) and uncrossed (red)
corticospinal tracts; Right: Regions of interest (both in the diagram and superimposed on an
axial slice of an anatomical image of a participant) used to reconstruct the fibre tracts at the
base of the pontine (i), the anterior pyramid in the upper medulla (ii), and the crossed lateral
(yellow) funiculus of the upper cervical cord (iii). For example, the crossed CST from the
right M1 to the left upper cervical cord was reconstructed excluding fibres reaching the left
medial and the right lateral and medial funiculus (red). (b) Tractography of the corticospinal
tract superimposed on the individual fractional anisotropy colour map of a control subject
(Control) and a NTN1 patient (NTN1-1.9). Individual sagittal views superior to the
decussation (left), their relative coronal views inferior to the decussation (middle) and a zoom
of the tracts inferior to the decussation (right) are presented. Blue tracts represent the crossed
CST, and red tracts represent the uncrossed CST. The corticospinal tract laterality coefficient
was positive for the control (0.93, indicating more connections in the crossed corticospinal
tract) and negative for the NTN1 patient (-0.94, indicating more connections in the uncrossed
corticospinal tract). (c) Mean fractional anisotropy (FA) along the crossed CST. The mean
tract from the upper brainstem until the funiculus of the upper spinal cord is represented in
yellow and is superimposed on the coronal view of the fractional anisotropy map of the
control subject. Note that the z axis displays the anatomical correspondence between the
coronal view (left) and the graph of the mean FA values (right), indicating that the pyramidal
decussation occurs between 17<z<25 when the mean track crosses the midline. Mean FA
values increased in the NTN1-1.9 patient (light blue diamonds) compared to the control
subject (dark blue squares) at the level of the pyramidal decussation. Error bars represent

standard errors.
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Figure 4. Analysis of neural signal propagation along the corticospinal tracts using
single pulse transcranial magnetic stimulation.

(a-b) Schematic representation of the TMS experiments. In controls, unilateral stimulation of
the hand area of the dominant primary motor cortex with TMS elicited contralateral MEPs

only (a, blue line), whereas bilateral MEPs were observed in NTN1 patients (b, red line).
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Methods

Patient selection

International cases were collected over a period of 5 years in France and New Zealand. 25
index cases without mutation in either DCC or RAD51 (rearrangements being excluded in 14
of them) were selected for exome sequencing. Each patient, as well as available family
members, had a standardized neurologic assessment and DNA sampling. The severity of MM
was scored with the Woods and Teuber scale. Familial history, MM location, associated
disorders and reported functional disability were collected. Written informed consent was
obtained from the patients (or the parents of minors) before genetic analyses. On the French
side, the study was approved by the ethics committee of the Pitié-Salpétriere Hospital, Paris.
In New Zealand, all procedures were approved by the Health and Disability Ethics
Committees, Multi-region Ethics Committee of New Zealand.

Exome sequencing

Concerning the exomes performed in France, genomic DNA was captured using Agilent in-
solution enrichment methodology (SureSelect Human All Exon Kits Version 5, Agilent) with
their biotinylated oligonucleotides probes library (Human All Exon v5 - 50 Mb, Agilent),
followed by paired-end 75 bases massively parallel sequencing on Illumina HIiSEQ 2000.
Sequence capture, enrichment and elution were performed according to manufacturer’s
instruction and protocols (SureSelect, Agilent) without modification except for library
preparation performed with NEBNext® Ultra kit (New England Biolabs®). For library
preparation 600 ng of each genomic DNA were fragmented by sonication and purified to
yield fragments of 150-200 bp. Paired-end adaptor oligonucleotides from the NEB kit were
ligated on repaired, A tailed fragments then purified and enriched by 8 PCR cycles. 1200ng of
these purified Libraries were then hybridized to the SureSelect oligo probe capture library for

72 hr. After hybridization, washing, and elution, the eluted fraction was PCR-amplified with 9
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cycles, purified and quantified by QPCR to obtain sufficient DNA template for downstream
applications. Each eluted-enriched DNA sample was then sequenced on an Illumina HISEQ
2000 as paired-end 75b reads. Image analysis and base calling was performed using Illumina
Real Time Analysis (RTA 2.1.3) with default parameters. The bioinfomatics analysis of
sequencing data was based on the Illumina pipeline (CASAVAL1.8.2). CASAVA performs
alignment of a sequencing run to a reference genome (hgl9), calls the SNPs based on the
allele calls and read depth, and detects variants (SNPs &Indels). The alignment algorithm
used was ELANDv2 (performs multiseed and gapped alignments). Only the positions
included in the bait coordinates were conserved. Genetics variation annotation was realized
from IntegraGen in-house pipeline. It consists on genes annotation (RefSeq), known
polymorphisms (dbSNP 132, 1000Genome, EVS) followed by a mutation characterization
(exonic, intronic, silent, nonsense....). For each position, the exomic frequencies (Homo &
HTZ) are determined from all the exomes already sequenced at Integragen, and the exome
results provided by 1000G, EVS and HapMap. Minimum average depth on the exome was
around 50X. When coverage was below 50X for an exon and/or base pair in NTN1 (which
was the case for exon 6 and the first base pairs of exon 2 in most patients), the analysis was
completed by Sanger sequencing.

Concerning the exomes performed in New Zealand, genomic DNA was collected and
extracted from saliva samples using Oragene DNA kits (DNA Genotek Inc. Ontario, Canada).
Exome sequencing was provided by Otogenetics Corporation (Norcross, GA, United States)
using Agilent SureSelect Human All Exon V4 or Agilent SureSelect Human All Exon
V5+UTR for capture and Illumina sequencing platforms for data generation (paired end, 100
cycles). Sequence alignment was undertaken with BWA mem using human genome assembly
GRCh37 as the reference. Further processing was done with Picard tools and the Genome

Analysis Toolkit following Broad Best Practice Guidelines (URL.:
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https://www.broadinstitute.org/gatk/) to produce called variants with HaplotypeCaller.
Estimates for population allele frequencies of individual variants were obtained from the
NHLBI GO Exome Sequencing Project (ESP6500) database (URL.:
http://evs.gs.washington.edu/EVS/), the 1000 Genomes Project (URL.:
http://www.1000genomes.org/) and the Exome Aggregation Consortium (URL:
http://exac.broadinstitute.org/). The predicted effect of individual variants on gene function
was identified through annotation with SnpEff (Cingolani et al. 2012).

The analysis was then conducted with Variant Studio (Illumina). Variants present at an allele
frequency greater than 0.1% in the general population (EXAC data), synonymous variants and
intronic variants that were not predicted to alter splicing were discarded. A total of 17 genes,
with variants in at least 3 index cases or in 2 index cases but with a known function in axon
guidance or known interaction with DCC or RAD51 were selected.

Sanger sequencing and QMPSF

The coding and flanking intronic regions of NTN1 were amplified using primers available
upon request. Forward and reverse sequencing reactions were performed with the Big Dye
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction kit (PE Applied Biosystems, Foster City, CA),
and the products were analyzed on an ABI 3730 automated sequencer (PE Applied
Biosystems). Quantitative multiplex PCR of short fluorescent fragments analysis was
performed for all exons of NTN1 in 14 patients and results were analyzed using GeneMapper
analysis software version 4.0 (Applied Biosystems).

Site-directed mutagenesis

To generate human and mouse netrin-1 Alkaline Phosphatase fusion proteins in C-terminal,
human and mouse NTN1 cDNAs were amplified by PCR and cloned in pAP-Tag-5
(GeneHunter, N0.Q202) between Nhel and Bgl2 sites. Plasmids encoding human netrin-1 and

mouse netrin-1 were provided by Dr Patrick Mehlen (Lyon, France). Mutations were

208



introduced by site-directed mutagenesis (Quikchange Il Site-Directed Mutagenesis Kit,
Agilent Technologies) with primers containing the mutations and verified by Sanger
sequencing. Clones were then selected and purified (ZR Plasmid Miniprep™- Classic, Zymo
Research and NucleBondXtra Midi/Maxi, Macherey-Nagel). We ensured that no other
mutation was introduced by sequencing the entire cDNA of NTNL1.

Western blot

HEK293 cells (cell line from human embryonic kidney, Ad5 DNA transformed; American
Type Culture Collection) were transfected with mouse and human WT and mutated netrinl-
AP plasmids using Lipofectamine2000 reagent and grown for 48 hours. The presence of the
fusion protein in total lysates and in the supernatant at the expected molecular weight was
confirmed by Western blot with anti-AP (1:1000;GenHunter) and anti-netrin-1 (1:500,
MAB1109 RD Systems) antibodies. Actin (1:1000, C4-MAB1501 Millipore) was used as
control. Briefly, samples were loaded on 4-15% mini-Protean TGX Tris-Glycine-buffer SDS-
PAGE and transferred onto 0,2um Trans-Blot Turbo nitrocellulose membrane (Biorad).
Membranes were blocked for one hour at room temperature in 1XTBS (10mM Tris pH 8.0,
150 mM NaCl) supplemented with 5%(w/v) dried skim milk powder. Primary antibody
incubation was carried out overnight at 4°C. Secondary HRP coupled antibodies were used: a
donkey anti-Rat for detection of Netrinl, a goat anti-rabbit for AP and a goat anti-mouse for
Actin, (Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA). In between and after antibody
incubations, membranes were extensively washed in TBS-T (TBS containing 2.5% Tween-
20). Western blots were visualized using the enhanced chemiluminescence method (ECL
prime Western Blotting detection reagent, Amersham).

To exclude an effect of the AP tag on netrin-1 secretion, we removed it from human WT and
C601R-mutated netrin1-AP plasmids by Bglll/Xbal digestion. We then conducted the same

experiments as described above.
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Magnetic resonance imaging
MRI data were acquired using a 3T scanner (Siemens, VERIO) with a 32-channel head coil.

The MRI protocol included anatomical three-dimensional (3D) T1-weighted MPRAGE

images (TR = 2.3 s; TE = 4.18 ms; flip angle = 9°; Tl = 900 ms; voxel size=1x1x 1 mm3;

176 slices), spin-echo echo-planar diffusion tensor imaging (TR = 10 s, TE = 87 ms, voxel
size = 2 x 2 x 2 mm3, 60 slices, 60 gradient encoded directions with a b-value of 1500

s/mm2, 11 non-diffusion-weighted volumes).

Tractography analysis

References 31 to 39 are available in Extended Data.

Tractography analysis was performed in one patient (patient 1.9) and one control.

Diffusion images were pre-processed according to previous methods®*?

and processed for
probabilistic diffusion tractography with MRtrix (http://www.brain.org.au/software/mrtrix/).
Raw diffusion-weighted data were corrected for motion and geometric distortions secondary
to eddy currents using a registration technique based upon the geometric model of
distortions.** The fibre orientation distribution function (ODF) was estimated using the
constrained spherical deconvolution (CSD) method in MRtrix.®*** The sufficient angular
resolution allowed high-order fibre orientation estimation algorithms.***’ The ODF
information obtained from CSD was used with a suitable fibre-tracking algorithm to infer
connectivity of crossing fibres. We used a probabilistic streamlines algorithm with the entire
ODF as a probability density function (ODF threshold = 0.1; step size = 0.2 mm as 1/10 of the
voxel size; radius of curvature = 1mm; up-sampling of DWI data to 1mm). In the native
individual space, we performed a seed-to-target analysis from regions of interest defined
along the CST (see Regions of interest section in Gallea et al., 2013).° These regions

included the anterior bundle of the CST in the upper part of the brainstem, the lower part of

the brainstem and the lateral horn of the spinal cord (see Figure 3a). We used a probabilistic
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tractography algorithm: the number of fibres connecting a seed voxel to a target voxel was
calculated by sampling one million draws for each fibre connecting the seed to the target. The
CST tracts (the normally crossed CST and the abnormally uncrossed CST?) were
reconstructed for each subject. After the tracts were reconstructed, two complementary
measures were considered. First, the number of fibres reaching the target at the level of the
lateral horn of the spinal cord (the crossed and the uncrossed CST separately) was calculated.
We analysed the proportion of crossed compared to uncrossed portions of the CST using a
laterality coefficient (NF Crossed - NF Uncrossed)/(NF Crossed + NF Uncrossed) (with NF =
number of fibres, as in Vo et al., 2015).% Ratio values closer to 1 indicated greater Crossed
than Uncrossed CST, whereas ratio values closer to -1 indicated greater Uncrossed than
Crossed CST. Second, mean FA values were measured along the CST. Along track measures
of FA were obtained based on B-spline resampling of the fibres and averaging the FA values
for each individual fibre at the same location (elastic model with 30 points in space at
analogous anatomical locations in each individual).*® The upper location was defined at the
ROI of the upper brainstem and the lower location was defined at the level of the ROI of the
lateral horn of the spinal cord. Mean FA values were calculated at each point of the mean
fibre along the Z axis to check for local difference at specific points of the tract.
Electrophysiological experiments

Electrophysiological experiments were conducted in two patients (patients 1.9 and 2.3).

EMG recordings. EMG signals were recorded bilaterally from the first dorsal interosseous
muscle (FDI) (active electrode over the motor point and reference electrode on the
metacarpophalangeal joint) with disposable surface Ag/AgCl electrodes placed 3 cm apart on
the muscle belly.

Single-pulse TMS and corticospinal excitability. Motor evoked potentials (MEPs) induced by

a

Note that the normally uncrossed CST passes through the anterior medial horn of the
spinal cord.
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single monophasic pulses delivered with a TMS device connected to a figure-of-eight coil
(Magstim, UK) were recorded from electromyographic signals. TMS pulses were applied over
the cortical representations (hot spot) of the first dorsal interosseus muscles in M1. The
resting motor threshold was defined as the minimum stimulus intensity that resulted in MEPs
of 50 pV in at least 5 out of 10 trials. Thirty to sixty MEPs evoked by a calibrated stimulation
(1.2 - 1.3 x resting motor threshold) of the dominant and non-dominant hemisphere were
recorded bilaterally in the first dorsal interosseus muscle to compare the frequency, latency
and amplitude of the normal contralateral MEPs with those of potential mirror MEPS recorded

in the hand ipsilateral to the stimulation site.
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RESULTATS 217

IVV. Article 3: Etude du rdle de RAD51 dans le développement du

systeme moteur (en préparation)

Le faisceau corticospinal et le corps calleux sont les deux principales structures
impliquées a ce jour dans la physiopathologie des mouvements en miroir. Nous avons vu
précédemment que les patients DCC et NETRIN1 présentent des projections corticospinales
bilatérales (ainsi qu’une diminution de I’llH dans le cas des patients DCC ; Articles 1 et 2).
Nous avons par ailleurs montré qu’en plus de son réle connu dans le développement du CC, le
couple NETRIN1-DCC est impliqué dans la formation de la décussation pyramidale chez la
souris. RAD51 est quant a lui connu pour son rdle de réparation de I’ADN, et le lien entre la
fonction de RAD51 et les MMC n’est pas évident. En effet, les fonctions précises de RAD51
dans le développement du systéme nerveux central ne sont pas connues.

Nous avons donc étudié en détail le patron spatio-temporel d’expression de RAD51 au
sein du systéme nerveux central. En plus d’étre exprimée dans les zones prolifératives, en lien
avec son role de réparation de I’ADN, RAD51 a aussi été detectée de fagon transitoire au
niveau du FCS. Ces résultats suggerent que RAD51 pourrait étre impliquée dans le
développement de ce faisceau.

Nous avons ensuite étudié les conséquences de différentes mutations de Rad51
aboutissant a des pertes de fonction chez la souris. En particulier, nous avons étudié des souris
présentant une diminution de la quantité de protéine RADS51 produite (Rad51*"), et des souris
ayant une suppression totale de RAD51 dans le télencéphale dorsal, et donc dans le FCS
(Emx1::cre;Rad51'"™). Les souris Rad51*" présentaient des anomalies subtiles de
I’anatomie du FCS au niveau de la décussation pyramidale associées a des défauts moteurs

1I0x/|0x

fins. Le comportement moteur des souris Emx1::cre;Rad5 était totalement normal et

leur FCS ne présentait pas d’anomalies anatomiques (en termes de trajectoire). En revanche,
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la taille du néocortex et du FCS était dramatiquement réduite chez ces mutants. Ces anomalies
étaient associées a une augmentation de I’apoptose dans la zone proliférative du néocortex au
cours de la génération des couches profondes. Ces résultats démontrent que RAD51 joue un
role fondamental pour la prolifération des progéniteurs neocorticaux via son activité de
réparation de I’ADN. Le patron d’expression de RAD51 dans le systéme nerveux central
suggere que cette protéine pourrait assurer un rdéle encore inconnu, distinct de celui de

réparation de I’ADN.
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Abstract

RADS1, a protein known for its role in DNA repair, has recently been linked to congenital
mirror movements (CMM). CMM s a rare genetic disorder associated with altered
interhemispheric connectivity at the level of the corpus callosum (CC) and abnormal bilateral
projections of the corticospinal tract (CST). The two main culprit genes involved in CMM are
DCC and RAD51. Whereas DCC plays a crucial role in CST and CC development in mice,
the possible link between RAD51 and motor system development was unexpected.

Here, by investigating RAD51 spatio-temporal expression pattern in mouse central nervous
system, we show that besides its expression in proliferative zone, RAD51 was transiently
detected in the developing CST, suggesting a potential role in the development of this motor
pathway. We did not detect RAD51 expression in the corpus callosum. Secondly, we studied
the effects of RAD51 suppression on the CST anatomy and motor functions in various Rad51
deficient model mice. Rad51*" mice had subtle malformations of the CST associated with
mild motor deficits. Complete deletion of RAD51 in the dorsal telencephalon in
Emx1::cre;Rad51'™/"* mice resulted in normal CST trajectory and motor behavior.
Nevertheless, Emx1::cre;Rad51'/'* mice had a massive size reduction of the entire
neocortex and CST, which was associated with high levels of apoptosis in neocortical

proliferative zone during the generation of deep neocortical layers.
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Introduction

RADS51 plays a critical role in maintaining genomic integrity as it mediates DNA double-
strand break repair via homologous recombination (HR)(West, 2003; Li and Heyer, 2008;
Park et al., 2008). RADS51 is required for the proliferation of progenitor cells during
development, and the complete lack of RAD51 in mouse is lethal due to the accumulation of
DNA damage (Lim and Hasty, 1996; Tsuzuki et al., 1996). Consistent with the known role of
HR in genomic stability and tumor development, mutations in RAD51 partners involved in
HR have been associated with increased risk of developing cancers. However, no RAD51
mutations have been demonstrated to cause cancer predisposition (Lose et al., 2006;
Moynahan and Jasin, 2010). Two missense mutations were recently found in patients showing
atypical Fanconi anemia, lacking the bone marrow failure, acute myeloid leukemia and cancer
phenotypes commonly associated with this disorder (Ameziane et al., 2015; Wang et al.,
2015).

We recently identified RAD51 mutations in patients with congenital mirror movements
(CMM)(Depienne et al., 2012; Meneret et al., 2014). To this day, CMM is the only disorder
associated with familial mutations of RAD51 coding sequence (Depienne et al., 2012; Franz et
al., 2015). Mirror movements are involuntary symmetrical movements of one side of the body
that mirror voluntary movements of the other side (Bonnet et al., 2010). CMM s a rare
genetic disorder transmitted in autosomal dominant manner, in which mirror movements are
the only clinical abnormality. The mirror movements predominate in the distal upper limbs,
leaving affected individuals unable to perform independent actions with the two hands or to
perform purely unimanual movements. The two main culprit genes identified so far are DCC
(deleted in colorectal cancer) and RAD51. Familial forms of CMM are associated with
heterozygous mutations of RAD51 or DCC, probably resulting in haploinsufficiency (Srour et

al., 2010; Depienne et al., 2011; Meneret et al., 2014). Two main non exclusive mechanisms
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may account for mirror movements: (i) abnormal interhemispheric communication, which
normally relies on the corpus callosum (CC), resulting in bilateral activation of primary motor
areas; and (i) abnormal corticospinal tract (CST) midline crossing at the level of the
pyramidal decussation, resulting in bilateral CST projections to the spinal cord (Gallea et al.,
2011; Gallea et al., 2013; Welniarz et al., 2015). The role of DCC in the guidance of the
mouse CC (Fazeli et al., 1997; Fothergill et al., 2013) and CST (Finger et al., 2002) axons at
the midline is well known. By contrast, the involvement of RAD51 in CMM unveiled a totally
unexpected role of this gene in CNS development. RAD51 is strongly expressed at early stage
in the developing mouse brain within deep neocortical layers and at the level of the pyramid
decussation at birth (Depienne et al., 2012). RAD51 might thus be involved in the
development of the CST.

Our first aim was to precisely describe RAD51 spatio-temporal expression pattern in the
mouse central nervous system. Secondly, we investigated the effects of RAD51 deletion on
the CST anatomy and on motor functions. For this purpose, we studied the organization of the
CST and the motor behavior in various Rad51 deficient model mice, including a mouse line

with a conditional deletion of RAD51 restricted to the neocortex.
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Material and methods

Animals and genotyping

Rad51 (Tsuzuki et al., 1996) and Emx1::cre (Gorski et al., 2002) lines have previously been
described and genotyped by PCR. All the mouse lines were maintained on a C57B/6J
background. Swiss mice were used for the study of Rad51 expression pattern. The day of the
vaginal plug was EO, and the day of birth was PO. All animal procedures were approved by
the Regional Animal Experimentation Ethics Committee C2EA-05 Charles Darwin (Project

number 01558.01).

Generation of the Rad51'™ line

Rad51'"°* mouse line has been generated by the Clinique de la Souris (ICS, Strasbourg,
France), from Rad51 (MGI:97890/tmla) ES generated by Eucomm. Briefly the exon 4 has
been floxed.

Two pairs of primers were used for identifying Rad51'™ allele: Ef2-RAD51: 5’-

gcacatgcttttctccaccgagec-3’; and Er-RADS1 : 5’-gcagcatgtcttcacacctcacttc-3”.

Immunohistochemistry

All the immunohistochemistry experiments were performed on at least 3 animals per age and
per genotype. For light microscopy, PO-P2 mice were anesthetized on ice and adult mice were
anesthetized with sodium pentobarbital (50 mg/kg i.p.). Embryos were fixed by immersion in
4% paraformaldehyde with 0.12 m phosphate buffer pH 7.4, and post-natal mice were
perfused through the aorta with 0.12 m phosphate buffer, pH 7.4, containing 4%
paraformaldehyde. Tissue preparation and immunostaining were carried out as described in
(Repici et al., 2012), using the following primary antibodies: goat anti-RAD51 (SC682, 1/50;

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, California); rabbit anti-PKCgamma (1/100, Santa
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Cruz); rat anti-CTIP2 (1/500, Abcam, Cambridge, UK); anti-TBR1 (1/500, Millipore,
Molsheim, France), rabbit anti-CUX1 (1/200, Santa Cruz), rabbit anti-activated CASP3
(1/500, Pharmigen); mouse anti-Calbl (1/100; Swant, Bellinzona, Switzerland); anti-PAX6

(1/500, Millipore). Images were acquired with a DMR Leica microscope.

In-situ hybridization

All the in situ hybridization experiments were performed on at least 3 animals per age and per
genotype. The brain and spinal cord were treated as described above for the
immunohistochemistry procedure (Repici et al., 2012). Coronal sections 20 um thick through
the entire brain and spinal cord were cut on a cryostat. Tissue sections were post-fixed for 10
min in 4%PFA, washed in PBS (pH7.4), treated with proteinase K (10 pg/ml; Invitrogen,
CergyPontoise, France) for 3-5 min, post-fixed for 5 min in 4% PFA, washed in PBS,
acetylated and washed in PBS 1% Triton X-100. Slides were incubated for 2 h at room
temperature (RT) in hybridization buffer (50% formamide, 5 x SSC, 1 x Denhardt's, 250
pg/ml yeast tRNA and 500 pg/ml herring sperm, pH7.4). Then, tissue sections were
hybridized overnight at 72 °C with riboprobes (full length of the mouse Rad51 sequence)
(1/200). Following hybridization, sections were rinsed for 30 min in 2x SSC at 72 °C, and
blocked in 0.1 M Tris pH7.5, 0.15 M NaCl (B1) containing 10% normal goat serum (NGS)
for 1 h at RT. After blocking, slides were incubated overnight at room temperature with anti-
DIG antibody conjugated with the alkaline phosphatase (1/5000, Roche Diagnostics) in B1
containing 1% NGS. After further washes, the alkaline phosphatase activity was detected
using nitrobluetetrazolium chloride (NBT) (337.5 pg/ml) and 5-bromo-4-chloro-3-indolyl
phosphate (BCIP) (175 pg/ml; Roche Diagnostics). Sections were mounted in Mowiol

(Calbiochem, VWR, Fontenay sous bois, France).
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Tracing of the corticospinal tract

Adult male or female mice were anesthetized with a mixture of ketamine (146 mg/kg) and
xylazine (7.4 mg/kg) and placed ina stereotaxic frame. Pressure injections of an anterograde
tracer (biotinylated dextran amine, BDA, MW10000, SIGMA) targeting the left motor cortex
were performed. Six 0.2-ul aliquots of 10% BDA solution in normal saline were injected (0.1
pl/min) with a 10-pl Hamilton microsyringes fitted with a removable needle (Hamilton, 7762-
03)at the following coordinates, as determined in (Tennant et al., 2011): i) A (anteriority:
positive values are rostral to bregma, negative values are caudal to bregma) = 1, L (laterality
to bregma) = 2, D (depth from the surface of the skull) =1; i) A=1,L=1,D=1;iii)A=-
025, L=2,D=1;iv)A=-025L=1,D=1vVA=-1,L=2,D=1;andvi)A=-1,L =1,
D = 1. At each injection point, the needle was left in place for 3 min before and after the

injection to minimize leakage. After surgery, the wound was cleansed and the skin sutured.

Fourteen days following BDA injections, the mice were deeply anesthetized and perfused as
described for immunohistochemistry procedure. The brain and spinal cord were treated as
described above for the immunohistochemistry procedure (Repici et al., 2012). Coronal
sections 30 um thick through the entire brain and spinal cord were cut on a cryostat. Sections
were washed for 15 min in 0.1 M PBSpH 7.3and incubated for one hour in PBSGT (PBS
containing 0.25% Triton-X, 0.2% gelatin) and lysine (0.1 M). The sections were then
incubated overnight in steptavidin-complex conjugated to horseradish peroxidase solution
(HRP, 1/400, Sigma) in PBSGT. The sections were washed 4 x 10 min in PBST, then
incubated for 40 min in 1% DAB solution (3,3’-diaminobenzidine, Sigma-Aldrich) in 0.1M
Tris pH 7.6 containing 0.015% H,0,. The sections were washed 3 x 5 min in 0.1M Tris in

order to stop the reaction, then dehydrated before mounting in Eukitt (Sigma). Images were
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acquired with a DMR Leica microscope.

Quantification of the number of CST axons. BDA-labeled axons of the corticospinal tract
contralateral to the injection site were quantified in adult WT (Rad51**; n = 6) and Rad51*"
(n = 6) mice from two independent experiments. The quantification of CST axons was
performed at different levels of the brainstem and spinal cord: in a ventral position after the
pons and before the pyramidal decussation, and in the dorsal funiculus after the pyramidal
decussation and at the cervical enlargement in the spinal cord. Images were acquired with a
DMR Leica microscope and the density of fibers of the CST was quantified using MetaVue
software. At each level, three following sections were analyzed: for each section, the entire
area occupied by the labeled CST was measured with a 20 objective. Labeled CST axons
were acquired with a 63 oil immersion objective at three sampling sites (each of them
covering a surface of 1 pm?) per section selected pseudo-randomly, and outlined by MetaVue
software to be quantified using a modified stereological method previously described
(Rosenzweig et al., 2009). Measurements obtained from these three sampling sites in the three
following sections were then averaged, and the total number of fibers per field was divided by
the area of the sampled field to derive a mean fiber density per unit area value. This density
value was eventually multiplied by the average surface of the CST to obtain an average of the
total number of axons present in the CST at each level. For each mouse, in order to correct
inter-experiment variability, the total number of axons obtained at each level of the CST path

was normalized by the average number of axons of the experiment.

Measure of the CST cross-section surface. In adult Emx1::cre;Rad51'/'* (n = 6) and control
(Rad51'"**: n = 5) mice, the surface of the CST labeled with the PKCy was measured just
before the pyramidal decussation and in the cervical spinal cord. At each level, three
following sections were analyzed: for each section, the entire area occupied by the labeled

CST was measured with a 20 objective using the MetaView software.
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Behavioral study

All the behavioral studies were performed blindly to the genotype. The order of the tests, and
the procedures, were identical across all the experiments in order to allow data pooling. The
tests were performed on male and female mice aged between 8 and 12 weeks. For the first
three days, the mice were habituated to being handled by the experimenters in order to limit
stress. Mice were then tested with a partial SHIRPA protocol (grasping, clasping and auditory
tests were performed, and whisker state was evaluated) in order to rule out major neurological

abnormalities.

Open field. The open field test was used to evaluate spontaneous activity and locomotion:
mice were placed in the center of a 0.25-m?arena and allowed to explore freely for 5 minutes.
During this time, they were tracked and recorded with a camera fixed above the arena, and the

total walking distance was calculated with Topscan software.

Ladder test. The ladder test apparatus (Locotronic) consists of a 124 cm x 8 cm corridor with
a floor composed of 78 bars each 1 cm apart. The mice were made to cross the corridor, and
the number of slips of the forelimbs, hindlimbs and tail was automatically detected by 158
infrared captors placed on the corridor walls (sampling frequency 1000 Hz). This test

evaluates the precision and coordination of limb positioning.

Treadmill. Mice were placed on a transparent treadmill (14 cm x 6 cm) moving at 12 cm/s.
After a short training session, the mice had to run for ten seconds, during which period the
positioning of their paws was recorded by a camera fixed under the apparatus. To analyze the
production of symmetric versus asymmetric movements during locomotion, the numbers of

symmetric and asymmetric strides were counted after excluding frames in which the mouse
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was not running.

Rotarod. The accelerating Rotarod (BIOSEB) consists of a horizontal rod 3 cm in diameter,
turning on its longitudinal axis. Mice were placed on a 5-cm section of the rod, facing
opposite the direction of rod rotation, such that the animal had to walk forward to avoid
falling. The training phase consisted of walking on the rod at a rotational speed varying from
4 to 40 rpm for one minute. When a mouse managed to walk on the rotating rod, it was
subjected to four trials in which the speed of rotation increased gradually from 4 rpm to 40
rpm over 5 min. The animal had to coordinate its walk with the speed of rotation. This test
requires strength, balance and motor coordination. Time spent on the rod was recorded and
averaged for the 4 trials. The test was repeated three days in a row with the same procedure,

except that the training session was performed only on the first day.

Grip test. Forepaw muscle strength was measured with a grip test. The mouse was held by the
base of its tail and allowed to firmly grab the grid of the device with its forepaws. The mouse
was then pulled gently backwards until it released its grip. The peak force (N) in each trial
was considered as the grip strength. Four successive measurements were averaged. The same

procedure was performed with forepaws and hindpaws at the same time.

Reaching exploratory behavior. When placed in a new environment, mice engage in
“reaching” exploratory behavior, in which they contact walls with their forepaws (Serradj et
al., 2014). This contact can be made with the two paws simultaneously (symmetric
movement) or independently (asymmetric). For this experiment, mice were placed in a glass
cylinder. To promote movement toward the cylinder wall, a food pellet was suspended from
the top of the cylinder. Ten reaching movements were recorded with a video camera and then

examined frame-by-frame to calculate the numbers of asymmetric and symmetric movements.
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Statistical analysis

Data were analyzed with SPSS statistical software version 22.0 (Chicago, Illinois, USA). The
normality of variable distributions and the homogeneity of variance across the groups were
assessed with the Kolmogorov-Smirnov and Levene tests, respectively. Variables that failed
any of these tests were analyzed with the non parametric Mann-Whitney test. Variables that
passed the normality test were analyzed with ANOVA followed by the Bonferroni post hoc
test for multiple comparisons, or with Student's t test when comparing two groups. Paired data
were analyzed by repeated-measures ANOVA with two factors, followed by the Bonferroni
post hoc test for multiple comparisons. Categorical variables were compared using Pearson’s

+* test or Fisher’s exact test.
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Results

Rad51 expression during central nervous system development

The identification of RAD51 mutations in CMM patients suggests that it might play an
unsuspected role during central nervous system development. Here, we studied in details
RADS51 spatio-temporal expression pattern in the mouse central nervous system, with a
particular focus on the CC and CST, the two structures that are involved in MM

pathophysiology in RAD51-CMM patients (Gallea et al., 2013).

We first validated the specificity of the SC6862 RAD51 antibody by western blot and by the
absence of immunostaining on Rad51” embryos (Supplementary Fig. 1). We then analyzed
RADb51 expression in the CC and CST just after their axons have crossed the midline at E18
and P2, respectively (Gianino et al., 1999; Rash and Richards, 2001). At E18, RAD51 was not
detected in the CC (Fig. 1B). In keeping with previous observations (Depienne et al., 2012),
RADS51 was detected in the cytoplasm of the neocortical layers VV/VI neurons at P2 (Fig. 1C).
In the layer V, we found cells that co-expressed RAD51 and CTIP2, a marker of subcortical
neurons including CST neurons (Arlotta et al., 2005)(Fig. 1D). RAD51 was also detected at
the location of the CST in the brainstem (Fig. 1E) and at the pyramidal decussation (Fig. 1F),
where it co-localized with the protein kinase C gamma (PKCy), a known marker of the CST
(Mori et al., 1990; Miki, 1996). We further studied the time course of RAD51 expression in
the CST. In mouse, the CST axons reach the bottom of the cervical enlargement at P2, the
seventh thoracic segment at P5 and the lumbar level of the spinal cord at P7 (Figure 2A).
Gray matter innervation starts with a delay of two days after the CST axons have reached the
cervical spinal cord (Gianino et al., 1999). In the spinal cord of P2 and P5 WT mice, RAD51

was detected along the entire length of the CST (Fig. 2B-G). Indeed, RAD51 and PKCy
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expressions were detected as the same levels of the spinal cord. For example at P5, they were
expressed at the thoracic level (Fig. 2F, F’) but not at the lumbar level (Fig. 2G, G’). At P7,
when the CST axons reached the lumbar spinal cord, RAD51 was no longer detected in the
CST at any levels (Fig. 2H-1). RAD51 is thus transiently expressed in the mouse CST when it
crosses the midline and during gray matter innervation in the cervical spinal cord. RAD51
expression stops before the CST has reached the lumbar segments. This suggests that RAD51

might be involved in specific steps of CST development.

Consistent with previous observations, RAD51 protein and mRNA were expressed in regions
characterized by intense proliferation of progenitor cells (Sharan et al., 1997; Ajioka et al.,
2006): it was detected in the neocortical ventricular zone at E12 (Fig. 3A), and in the external
grain layer of the cerebellum at P2 (Fig. 3B). Furthermore RAD51 protein and mRNA were
both detected in the pontine nuclei (Fig. 3C) and in the inferior olivary (Fig. 3F), two

structures located along the CST path.

Subtle morphological anomalies of the CST in Rad51*" mice

We then assessed the effects of RAD51 haploinsufficiency on mouse motor system
development. The CC was present and appeared normal in Rad51*" mice (data not shown).
We analyzed the anatomy of the CST in adult Rad51*" (n = 6) and Rad51*"* (n = 6) mice by
unilateral BDA injection into the left motor cortex (Fig. 4A). The global anatomy of the CST
was preserved in Rad51™" mice: BDA-labeled CST axons located in the ventral medulla (Fig.
4B) crossed the midline at the pyramidal decussation (Fig. 4C), then turned dorsally and
continued their trajectory into the dorsal funiculus of the contralateral spinal cord (Fig. 4D-E).
To look for subtle abnormalities, we then calculated the number of BDA-labeled CST axons

at different levels of the hindbrain and spinal cord (Fig. 4A). The number of BDA-labeled
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CST axons at the level of the pons and before the decussation was similar in Rad51*" mice
and in controls (Mann-Whitney test; p = 0.75; p = 0.52). This result points out that the
quantity of BDA-labeled axons was similar in the two groups. After the decussation, the
number of BDA-labeled axons was significantly reduced in Rad51*" mice as compared to
controls (Mann-Whitney test; p = 0.0163). It is noteworthy that in both groups, the number of
BDA-labeled CST axons diminished as the CST progressed caudally. Indeed, numerous
axons exit the tract to reach their targets in the brainstem and spinal cord. We calculated the
axonal loss at different levels of the CST and we observed that it was significantly increased
in Rad51*" mice at the level of the pyramidal decussation (Mann-Whitney test; p = 0.039;
Fig. 4F, G). This increased axonal loss at the pyramidal decussation was associated with an
abnormal spreading of the CST (Fig. 4H-J). Altogether, our data show that Rad51*" mice

have subtle anomalies of the CST at the level of the pyramidal decussation.

Impaired motor behavior in Rad51"" mice

We wused Dbehavioral tests to investigate the motor consequences of RAD51

haploinsufficiency. Rad51* mutant mice (n = 21) were compared to controls (Rad51*"*; n =
17). There was no significant difference of weight between Rad51*" and controls (Mann-
Whitney test, p = 0.73; Fig. 5A). The performances of Rad51*"~ mice were similar to that of
the controls for the open-field (Mann-Whitney test, p = 0.99; Fig. 5B), the muscular strength
(Mann-Whitney test, prorelimbs = 0.31; Phinglimbs = 0.74; Fig. 5C) and the ladder test (Mann-
Whitney test, Proretimbs = 0.83; Phindlimbs = 0.61; pwi = 0.78; Fig. 5D). The locomotion of
Rad51*" mice was normal; in particular, they made alternating movements with their

forelimbs and hindlimbs. Rad51*" mice fell off the Rotarod at significant shorter latencies

than the controls (repeated-measures ANOVA with two factors. F = 13.2, p = 0.0004,
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followed by followed by PLSD Fisherpost hoc analysis; Fig. 5E). The exploratory reaching
test evaluates the lateralization of voluntary forelimb movements (Serradj et al., 2014). When
placed in a new walled environment, mice have a tendency to establish contacts on the walls
with their forelimbs in an asymmetric or symmetric manner. In the reaching test, Rad51*"
mice made more symmetric forelimb movements than the controls (Mann-Whitney test, p =
0.014; Fig. 5F). The motor phenotype of Rad51*" mice likely reflects difficulties in the
generation of voluntary asymmetric forelimb movements. RAD51 may thus play a role in the

proper set up of the motor circuits involved in this function.

Emx1::cre:Rad51'"* mice are viable and have no motor deficits

Rad51™ mice die at E7 (Lim and Hasty, 1996; Tsuzuki et al., 1996), making it impossible to
study the development of the motor system in these mice. We thus crossed Rad51'*'** mice
with Emx1::cre mice, in which cre recombinase is expressed in the dorsal telencephalon
(neocortex, hippocampus and olfactory bulb) from E10 (Gorski et al., 2002). In particular,
EMX1 is expressed in the neocortical progenitors that will form the CST neurons (Bareyre et
al., 2005). The Emx1::cre;Rad51'™'™ mice are viable, fertile, and appear normal in the outer
appearance. We studied the motor consequences of RAD51 deletion with the tests described
previously. Strikingly, the motor behavior of Emxl::cre;Rad51''™ mice was

1I0x/l0x

undistinguishable from that of the Rad5 control mice (Supplementary Table 1).

Reduced neocortex in Emx1::cre:Rad51'*/'° mice

We then analyzed the gross brain anatomy of adult Emx1::cre;Rad51''* mice. The cerebral

1on/lox

cortex was dramatically reduced in size and weight in Emx1::cre;Rad5 mice as
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1'% mice, while the

compared to controls of the same age (Fig. 6A-C). In Emx1::cre;Rad5
two cerebral hemispheres were correctly fused rostrally, they were completely separated
caudally, revealing the underlying midbrain (Fig. 6A). By contrast, the olfactory bulbs,

1'% mice and controls

cerebellum and brainstem were similar between Emx1::cre;Rad5
(Fig. 6A-C). Coronal sections of the brain of Emx1::cre;Rad51'*"™ mice revealed a reduction
of the neocortex radial extension as compared to controls (Fig. 6D-I). Caudal to the
hippocampus, the two hemispheres were not fused in Emx1::cre;Rad51'/'* mice, and the CC

1'% mice than

was lacking (Fig. 6A, E). The hippocampus was smaller in Emx1::cre;Rad5
in controls (Fig. 6E, G). We performed double immunostainings for CTIP2, which is
predominantly expressed by early-born, deep-layer (V-VI) neurons (Arlotta et al., 2005),
together with CUX1, which is predominantly expressed by later-born, upper-layer (111-11)
neurons (Nieto et al., 2004). Although we did not performed quantification yet, we observed
that CTIP2 neurons were found in the deep layers and CUX1 neurons in the upper layers in

Emx1::cre;Rad51'™"°* as in control littermate (Fig. 6F and 1), suggesting that the cortical

layering is preserved in these mutants.

Reduced CST in Emx1::cre:Rad51'”/"° mice

We analyzed the effect of a complete deletion of RAD51 in the neocortex on the organization
of the CST. To that aim, we used unilateral BDA injection into the left motor cortex in
Emx1::cre;Rad51'™/"°* (n = 6) and Rad51'/'"* (n = 5) mice (Fig. 7A). The CST was then
visualized on coronal sections at the level of the pyramidal decussation and in the spinal cord,
by immunostaining against the PKCy (visualization of the two CSTs), or by revelation of the
BDA tracer (visualization of the left-hand CST alone). The CST trajectory was similar in

Emx1::cre:Rad51'”/' and Rad51'™'* mice: the CST axons located in the ventral medulla
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(Fig. 7B, B’, F, F’) crossed the midline at the decussation (Fig. 7C, C’, G, G’), turned dorsally
and continued their trajectory in the dorsal funiculus of the contralateral spinal cord (Fig. 7D-
E, D’-E’, H-I, H’-I’). Thus, complete deletion of RAD51 in the neocortex had not major
effect on CST guidance and trajectory. However, measurement of the CST surface revealed

that it was significant reduced in Emx1::cre;Rad51'™/*

mice as compared to controls in the
medulla (Mann-Whitney test, p = 0.04; Fig. 7B, B’, F, F’, J) and in the spinal cord (Mann-
Whitney test, p = 0.04; Fig. 7D-E, D’-E’, H-I, H’-I’, K). This observation is consistent with

1on/|0x

the decreased size of the neocortex in Emx1::cre;Rad5 mice (Fig. 6).

Increased apoptosis in the neocortical progenitors and neuronal layers at E13 but not E16

1I0x/|0x

in Emx1::cre;Rad5 mice

The lack of RADS51 is known to result in increased apoptosis, due to the accumulation of
DNA double strand breaks (Lim and Hasty, 1996; Sonoda et al., 1998; Khanna and Jackson,
2001). Suppression of BRCAL, a crucial partner of RAD51 for HR (Welcsh et al., 2000;
Thacker, 2005), leads to increased apoptosis of the neocortical progenitors during
development (Pulvers and Huttner, 2009). We thus tested whether the reduction of the
neocortical size in Emx1::cre;Rad51'™"* mice could be associated with an increased
apoptosis during the proliferation of the neocortical progenitors. We studied
Emx1::cre;Rad51'™/"* and control mice at two distinct periods of the neocortical
neurogenesis: at E13, during the generation of the deep-layer neurons (V-VI), and at E16,
during the generation of upper-layer neurons (II-111)(Greig et al., 2013). We used an
immunostaining against the activated caspase 3 to label apoptotic cells. At E13 and E16, we
used CTIP2 staining as a neuronal marker, expressed in the post-mitotic neurons of the

cortical plate, but not in the progenitors of the ventricular zone (VZ) and subventricular zone
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(SVZ; Fig. 8) (Arlotta et al., 2005). Although the quantifications have not been performed yet,
a massive number of activated caspase 3 positive cells were present in the neocortical
progenitor’s layers (VZ and SVZ), but also in the cortical plate of E13 Emx1::cre;Rad51'>/"
mice (Fig. 8 B-B’, C-C’). By contrast, very few apoptotic cells were detected in Rad51'®/"°
mice (Fig. 8 E-E’, F-F’). At E16, the number of apoptotic cells appeared similar in the
progenitor’s layers of Emx1::cre;Rad51'®'™ and Rad51'®"'™ mice (Fig. 8 G-L). However,

1I0x/l0x

there was an increased apoptosis in the marginal zone of Emx1::cre;Rad5 mice (Fig. 8

H-H", 1-1°).

Discussion

We show that RADS51 is transiently expressed in the CST when it crosses the midline and
during gray matter innervation of the cervical spinal cord. RAD51 haploinsufficiency results
in subtle alterations of the pyramidal decussation, associated with mild motor deficits that
might reflect difficulties to generate asymmetric movements. Complete deletion of RAD51 in

the dorsal telencephalon in Emx1::cre;Rad51'">

mice results in a normal trajectory of the
CST from the cortex to the spinal cord with a normal motor phenotype. However, the size of
the neocortex and CST is dramatically reduced in Emx1::cre;Rad51'/'* mice, likely due to

increased apoptosis during the proliferation of deep-layers neocortical progenitors.

RADS51 spatio-temporal expression pattern in the mouse central nervous system indicates a
potential role in CST development

We analyzed the spatio-temporal expression pattern of RAD51 in the mouse developing
central nervous system paying a particular attention to the CC and CST, two structures that
have been involved in the pathophysiology of RAD51-CMM patients (Gallea et al., 2013). In

keeping with previous observations (Depienne et al., 2012), RAD51 was detected in the
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cytoplasm in different types of neurons, namely the cerebral cortex, olivary and pontic
neurons. This suggests that RAD51 might have a role different from HR, which requires a
nuclear location. Interestingly, we showed that RAD51 was transiently expressed in the CST,
but not in the CC. RADS51 is expressed all along the CST until P5. This is the moment when
the CST begins to innervate the gray matter of the cervical spinal cord, establishing the
connections that will eventually convey the motor command to the forelimbs (Gianino et al.,
1999; Canty and Murphy, 2008). By contrast, RAD51 was no longer expressed in the CST at
P7, when it reaches the lumbar spinal cord, which is responsible for the motor control of the
hindlimbs. The specific time course of RAD51 expression in the CST suggests that it might
be involved in the formation of the pyramidal decussation and/or in the establishment of the
neuronal circuits that ensure the transmission of the motor command to the forelimbs. This
observation is of particular relevance, as mirror movements consistently involve the hands

while the feet are rarely affected.

Consequences of RADS51 loss of function on the motor system

In CMM patients, two non exclusives mechanisms may account for the mirror movements: (i)
abnormal interhemispheric communication, normally relying on the CC, resulting in bilateral
motor cortices activation during the execution of intended unimanual movements; (ii)
abnormal CST midline crossing at the level of the pyramidal decussation resulting in bilateral
CST projections to the spinal cord (Gallea et al., 2013).

We investigated the consequences of RAD51 loss a function on the motor system in different
mutant mouse line. Rad51™" mice have a decreased quantity of RAD51 protein (Tsuzuki et
al., 1996), thus reproducing the haploinsufficiency of the human patients. In these mice, we
found subtle malformations of the pyramidal decussation, associated with mild motor deficits.

It is worth noting that the Rad51*"~ mice do no present bilateral CST projections to the spinal
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cord, contrary to the human RAD51-CMM patients (Gallea et al., 2013). As Rad51™ mice die
at E7 (Lim and Hasty, 1996; Tsuzuki et al., 1996), we generated conditional mutant mice to
study the effects of complete RAD51 suppression on motor system development.
Surprisingly, complete suppression of RAD51 in the dorsal telencephalon in
Emx1::cre;Rad51'™/"** mice resulted in normal motor behavior and CST trajectory, despite a
massive size reduction of the entire neocortex and CST. The relative discrepancy of motor
phenotype between the Rad51*" and Emx1::cre;Rad51""'* mice might be due to the role of
RAD51 in EMX1-negative neuronal populations (such as the cerebellum or inferior olive,
which express RAD51 during development), or to compensatory mechanisms triggered by the

reduction of the neocortex in Emx1::cre;Rad51'x

mice. In these later mice, the decreased
size of the neocortex is associated with increased apoptosis during the proliferation of the
deep-layers neocortical progenitors. This phenotype is reminiscent of what has been described

in the Emx1::cre;Brcal™"™

mutants (Pulvers and Huttner, 2009). In these two mutants, it is
likely that defective HR leads to the accumulation of DNA damage in the neocortical
progenitors, thereby triggering apoptosis via the p53 pathway (Lim and Hasty, 1996; Khanna

and Jackson, 2001; Pulvers and Huttner, 2009).

How does RAD51 influence motor system development?

The mechanism by which RAD51 influences motor system development remains unknown.
In particular, it is not known how RADS51 loss of function alters CST and/or CC development
in RAD51-CMM patients. Given the wide expression of RAD51 in progenitor cells during
development, it is unlikely that increased apoptosis due to HR defects would result in such a
subtle motor phenotype. Here, we further confirmed that increased apoptosis due to RAD51
loss of function results in an overall reduction of the neocortex, but does not specifically alter

CST guidance and trajectory. We reported cytosolic expression of RAD51, consistent with
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previous findings (Sage et al., 2010; Depienne et al., 2012). This suggests that RAD51 might
play a role unrelated to HR, which occurs within the nucleus. Similar dual function has been
described for ATM, a protein involved in DNA repair. When located in the cytoplasm this
protein is implicated in the modulation of synaptic function within the central nervous system
(Li et al., 2009). So far, the cytoplasmic function of RAD51 is unknown. It has recently been
shown that RAD51 binds to fidgetin-like 1 (FIGNL1), a protein expressed both at nuclear and
cytoplasmic locations (Yang et al., 2005; Yuan and Chen, 2013). Fidgetins are microtubule-
severing enzymes that have in a wide range of biological functions, including a role in axonal
growth and neuronal morphogenesis (Sharp and Ross, 2012). RAD51 and FIGNL1 might
cooperate to modulate the cytoskeleton dynamics, thereby influencing axonal growth,

guidance or migration.

Is RAD51 loss of function responsible for MM?

RAD51 loss of function in mouse failed to reproduce the motor system anomalies observed in
RAD51-CMM patients. In particular, complete removal of RAD51 in the mouse neocortex,
and thus in the CST, did not alter CST midline crossing. Since we observed minor alterations
of the CST in Rad51*"~ mice, RAD51 could act at this level in a non-cell autonomous manner.
However RAD51 expression pattern in the wild type mouse CST rather suggests a direct role

of RAD51 on this structure.

The first heterozygous nonsense mutations identified in CMM families were predicted to
result in haploinsufficiency (Depienne et al., 2012; Meneret et al., 2014; Franz et al., 2015),
but this hypothesis has not been formerly tested. The identification of a point mutation (Franz
et al., 2015) and of dominant negative point mutations of RAD51 (Ameziane et al., 2015;

Wang et al., 2015), as well as the lack of major CST alterations in Rad51*" and
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Emx1::cre;Rad51'™/"°* mice raises the possibility that a dominant negative effect, rather than a
loss of function, could be responsible for abnormal motor system development in RAD51-

CMM patients.
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Neocortex

Neoortex

Pons

Pyramidal
decussation

Figure 1. RADS5L1 is expressed in the mouse CST neurons during development. (A) Schematic
representation of a P2 mouse sagittal section indicating the trajectory of the CST and the level
of the coronal sections presented in this figure. Coronal sections of E18 and P2WT mice (n =
3 for each age) stained with anti-RAD51 and anti-CTIP2, anti-TBR1, anti-PKCy or DAPI. (B)
RAD51 was expressed in the neocortex but not in the CC at E18. (C-D) At P2, RAD51 was
detected in neocortical layers V and VI, as shown by double staining with CTIP2 and TBR1,
respectively. RAD51 was detected in the cytoplasm of CTIP2 positive cells. (E-F) RAD51
staining was detected along the trajectory of the CST axons: just rostral the pons, where the
CST adopts a medial position (E), and at the level of the decussation, RAD51 staining co-
located with PKCy (F). White arrowheads in (D) indicate cells co-expressing RAD51 and
CTIP2. White arrows indicate CST axons. The dashed lines indicate the midline. CC: corpus
callosum; CST: corticospinal tract; LV: lateral ventricule; Ncx: neocortex. The scale bar
represents 320 um in A, E; 160 pum in B; 19 um in C; 480 pm in D.
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Figure 2. RAD51 is transiently expressed in the CST during development. (A) Schematic
representation of a P2 mouse sagittal section indicating the trajectory of the CST, the level of
the coronal sections presented in this figure and the temporal course of CST development in
the spinal cord. (B-I, B’-1") Coronal sections of P2, P5 and P7 WT mice (n = 3 for each age)
stained with anti-RAD51 and anti-PKCy at the level of the pyramidal decussation (D, H) and
in the cervical (B, C, E, 1), thoracic (F) and lumbar (G) spinal cord. In the spinal cord of P2
and P5 mice, RAD51 was detected along the entire length of the CST, which has reached the
cervical and thoracic levels, respectively. (H-I, H’-I") At P7, RAD51 was no longer detected
in the CST. White arrows indicate CST axons. The scale bar represents 320 um in D, H and
160 um in B,C,E,F,G,I.
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Figure 3. RAD51 expression throughout the central nervous system. (A-D, A’-D’) Coronal
(A-A’’, B-B’’) and sagittal (C-C’’, D-D”’) sections of E12 and P2 WT mice (n = 3) stained
with anti-RAD51, anti-PAX6 (B’, C’), anti-CALB1 (B’), anti-PKCy (D), anti-MAP2 (D’)
and DAPI (A’). (A’’-D”’) RADS51 in-situ hybridization in coronal and sagittal sections of E12
and P2 WT mice (n = 3). (A-A’’, B-B”’) At P2, RADS51 was detected in regions characterized
by intense proliferation of progenitor cells: in the ventricular zone, and in the external granule
cell layer of the cerebellum. (C-C*’, D-D’’) RAD51 was detected in the pontine nuclei, as
well as in the inferior olive. ISH: in-situ hybridization; LV: lateral ventricule. The scale bar
represents 160 um in A, A’; 640 um in A’’; 320 um in B, B’’; 240 um in C-C*’, D, D*’; 80

pmin B” and 30 pmin D’.
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Figure 4. Rad51*" mice have subtle anomalies of the CST. (A) Schematic representation of
an adult mouse sagittal section indicating the trajectory of the CST and the level of the
coronal sections presented in this figure. (B-E) Biotin dextran amine (BDA) was injected into
the left motor cortex of Rad51*"* (n = 6) and Rad51*" (n = 6) mice to label the left-sided CST
axons. The CST trajectory was similar in Rad51*"* and Rad51"" mice: CST axons crossed the
midline at the level of pyramidal decussation and continued their trajectory through the dorsal
funiculus of the contralateral spinal cord. (F, G) To further study the anatomy of the CST, the
number of CST axons was quantified. The axonal lost at the level of the pyramidal
decussation was more important in Rad51*" mice compared to control (Mann- Whltney test, p
= 0.039). (H-1) The width of the pyramidal decussation was more important in Rad51*"" mice
compared to control (Mann-Whitney test, p = 0.004), indicating a disorganization of the CST.
The scale bar represents 480 um in B, C; 120 ym in D; 40 pm in E and 240 um in H, 1.
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Figure 5. Rad51™ mice have motor lateralization deficits. We used behavioral tests to
investigate the motor phenotype of Rad51*"~ mutant mice (n = 21) as compared to controls
(Rad51*"*; n = 17). There was no significant difference of weight between Rad51*" and
controls (Mann-Whitney test, p = 0.73; A). The performances of Rad51*" mice were similar
to that of the controls for the open-field (Mann-Whitney test, p = 0.99; B), the muscular
strength (Mann-Whitney test, Prorelimbs = 0.31; Phindiimbs = 0.74; C) and the ladder test (Mann-
Whitney test, Prorelimbs = 0.83; Phindiimbs = 0.61; pwit = 0.78; D). Rad51*" mice fell off the
Rotarod at significant shorter latencies than controls (repeated-measures ANOVA with two
factors. F = 13.2, p = 0.0004, followed by followed by PLSD Fisherpost hoc analysis; E).
When placed in a new walled environment, mice have a tendency to establish contacts on the
walls with their forelimbs in an asymmetric or symmetric manner. In the reaching test,
Rad51*" mice made more symmetric forelimb movements than the controls (Mann-Whitney
test, p = 0.014; F).
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Figure 6. Emx1::cre;Rad51'/'* mice have a reduced neocortex. (A, B) Brains of adult
Emx1::cre;Rad51'™/"° mice and controls (Rad51'®/"%). The size of the cerebral cortex was
dramatically reduced in Emx1::cre;Rad51''* mice, revealing the underlying midbrain. By
contrast, the size of the olfactory bulb, cerebellum and spinal cord appeared normal. (C) The
weight of the entire brain and cerebral cortex of Emx1::cre;Rad51'/" mice (n = 3) was
reduced compared to that of controls (n = 3), while the weight of the cerebellum and
brainstem appeared similar. (D-1) Coronal sections of adult Emx1::cre;Rad51'1x (n=3)and
Rad51'"* (n = 3) mice stained with DAPI (D, E, G, H), anti-CTIP2 and anti-CUX1 (F, ).
The level of the sections is indicated in (A) and (B). (D, G) Note the reduction of the
neocortex radial extension in Emx1::cre;Rad51'™"'*mice as compared to controls. (E, H) At
the level of the hippocampus, the two hemispheres were separated in Emx1::cre;Rad51'>/"
mice (*), and the corpus callosum was lacking. The hippocampus also appearedreduced in
Emx1::cre;Rad51'™" mice. (F, I) Immunostainings with anti-CTIP2 and anti-CUX1, which
are markers of the deep and superficial neocortical layers respectively, suggest that the
cortical layering is preserved in Emx1::cre;Rad51''™ mice. OB: olfactory bulb; Cb:
cerebellum; Mb: midbrain; IC: inferior colliculus; SC: superior colliculus; CC: corpus
callosum; Hp: hippocampus; Ncx: neocortex; LV: lateral ventricule. The scale bar represents
0.5cminA, B; 1280 umin D, E, G, H and 320 pm in H, I.
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Figure 7. The size of the CST is reduced in Emx1::cre;Rad51'™"* mice. (A) Schematic
representation of an adult mouse sagittal section indicating the trajectory of the CST and the
level of the coronal sections presented in this figure. Biotin dextran amine (BDA) was
injected into the left motor cortex of adult Emx1::cre;Rad51'/"* (n = 6; B-E, B’-E’) and
Rad51'" (n = 5; F-I; F’-1") mice. The CST trajectory was similar in Emx1::cre;Rad51'/"
and Rad51"/'"*mice: the CST axons crossed the midline at the decussation (C, C’, G, G’),
turned dorsally and continued their trajectory in the dorsal funiculus of the contralateral spinal
cord (D-E, D’-E’, H-I, H’-I’). (J, K) Quantification of the CST surface revealed that it was
significant reduced in Emx1::cre;Rad51'' mice as compared to controls in the medulla
(Mann-Whitney test, p = 0.04) and in the spinal cord (Mann-Whitney test, p = 0.04). The
scale bar represents 640 um in B, C, D, F, G, H and 160 um in E, I.
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Figure 8. Massive apoptosis during the generation of deep-layers neocortical neurons in
Emx1::cre;Rad51'™/"°* mice. Coronal sections of Emx1::cre;Rad51'™/"* and Rad51'/'"** mice
at E13 and E16 (n = 3) stained with anti-CASP3, anti-CTIP2 and DAPI.At E13, there was
massive apoptosis in the progenitor neural layers of the neocortex of Emx1::cre;Rad51'"
mice (A-C). By contrast, very few cells underwent apoptosis in controls (D-F). At E16, very
few CASP3 positive cells were detected in the progenitor layer of Emx1::cre;Rad51'>/"* (G-
1) and Rad51''* mice (J-L). However, the number of CASP3 positive cells appeared
increased in the marginal zone of Emx1::cre;Rad51''™ mice (H-H’, I-I). cc: corpus
callosum; cp: cortical plate; LV: lateral ventricule; mz: marginal zone; vz: ventricular zone.
The scale bar represents 480 um in A, D; 640 um in G, J; 320 um in B, E, H, Kand 80 um in

C,F I L
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Supplementary Figure 1. Specificity of RAD51 antibody. (A-B) Sagittal sections of E7 WT
and Rad51” embryos stained with anti-RAD51 and DAPI. RAD51 was detected in E7 WT
embryos (A, A’), but not in Rad51" embryos (B, B’). (C) Western blot analysis on neocortex

tissues from WT mice shows a single RAD51 band. Cx: cortex.
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RESULTATS 253

V. Article 4: L’aire motrice supplémentaire intervient dans la
préparation des mouvements lateralises en modulant les
interactions inter-hémisphériques (soumis)

Dans les sections précédentes, nous nous sommes principalement intéressés aux
relations existant entre les mécanismes développementaux contrdlés par les genes DCC,
NETRIN1 et RAD51 d’une part et la physiopathologie des MMC d’autre part. En particulier,
en utilisant des lignées de souris transgéniques variées, nous avons pu mettre en lumiére le
role de ces genes dans le développement du systeme moteur. Par cette approche, nous avons
appréhendé les aspects développementaux et anatomiques des MMC. En revanche, cela ne
nous a pas permis d’aborder certains aspects fonctionnels de cette pathologie.

A notre sens, un aspect fondamental de la pathologie reste peu connu: celui des
mécanismes responsables de I’activation anormale des aires motrices corticales lors de la
réalisation d’un mouvement unimanuel. En effet, de nombreuses études ont décrit une
activation bilatérale anormale des deux M1 lors de I’exécution de mouvements unimanuels
par des patients atteints de MMC (Cohen et al., 1991; Mayer et al., 1995; Leinsinger et al.,
1997; Gallea et al., 2013). Une premiére difficulté se pose a ce niveau : cette activation
anormale du cortex ipsilatéral au mouvement est-elle une cause ou une conséquence des MM
? Par ailleurs, plusieurs éléments indiquent que la préparation motrice pourrait étre anormale
chez les patients atteints de MMC (voir la partie I1l. A de I’introduction). Cette perspective
est intéressante, car les mécanismes sous-tendant la préparation de mouvements latéralisés
sont mal connus. Ainsi, nous avons utilisé les MMC comme modéle dysfonctionnel de
latéralisation motrice afin de mieux comprendre les mécanismes impliqués dans la

préparation des mouvements latéralisés.
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Nous avons pour cela étudié I’activation ainsi que les interactions inter-
hémisphériques de différentes aires motrices et prémotrices corticales lors de la préparation de
mouvements latéralisés par une double approche SMT/IRMf. Nous avons mené cette étude
sur un groupe de patients atteints de MMC (n = 21), ainsi que sur des volontaires sains avant
et aprés inhibition transitoire de I’AMS par SMT. Nous avons montré que les aires motrices et
prémotrices corticales, notamment M1 et I’AMS, étaient activées de facon anormale lors de la
préparation motrice chez les patients. Par ailleurs, les patients présentaient une diminution de
I’l1H; entre les deux M1. En procédant & une inhibition transitoire de I’AMS par SMT chez
des volontaires sains, nous avons observé une diminution de I’llH. pendant la phase de
préparation motrice, reproduisant ainsi la dysfonction observée chez les patients. Ces résultats
suggerent que I’AMS est impliquée dans la préparation des mouvements latéralisés,

potentiellement en modulant les interactions inter-hémisphériques entre les deux M1.
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ABSTRACT

Background: Execution of unimanual movements requires lateralized activation of the motor
system. The motor areas involved in motor lateralization during movement preparation are
poorly identified.

Objectives: To investigate: (i) motor lateralization during preparation of unimanual
movements; (ii) the role of the supplementary motor area (SMA) in this process.

Methods: We studied the activation and interhemispheric interactions of motor/premotor
areas during unimanual/bimanual movement preparation by means of functional MRI and
transcranial magnetic stimulation in patients with congenital mirror movements, who cannot
perform purely unimanual movements, and in healthy volunteers before and after transient
SMA inhibition.

Results: Activation of motor/premotor areas and interhemispheric interactions during
movement preparation differed between the patients and healthy volunteers. Transient SMA
inhibition in the healthy volunteers resulted in abnormal interhemispheric interactions during

movement preparation, reminiscent of the situation observed in the patients.

Conclusions: Preparation of unimanual movements is associated with lateralized activation of

the motor network, a process that strongly involves the SMA.
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INTRODUCTION

Unimanual movements require lateralized activation of the motor system (Welniarz, et al.,
2015). Transcranial magnetic stimulation (TMS) and functional MRI (fMRI) studies have
revealed activation of the primary motor cortex contralateral to the moving hand (M1) during
unimanual tasks (Catalan, et al., 1998; Flament, et al., 1993; Leinsinger, et al., 1997). By
contrast, the M1 ipsilateral to the moving hand (M1;) is inhibited, even though ipsilateral
cortical activations have been reported, depending on the movement's complexity, strength
and laterality (dominant or non dominant hand) (Buetefisch, et al., 2014; Diedrichsen, et al.,
2013; Nirkko, et al., 2001; Perez and Cohen, 2008; Tzourio-Mazoyer, et al., 2015; Ziemann

and Hallett, 2001).

Execution of unimanual movements requires complex interactions between motor and
premotor areas in the two hemispheres (Beaule, et al., 2012). Each M1 exerts
"interhemispheric inhibition™ (IHI) on its contralateral homologue via the corpus callosum.
IHI directed towards MZ1; (IHI;) is critical for restricting motor output to M1, (Duque, et al.,
2007; Hubers, et al., 2008; Murase, et al., 2004; Perez and Cohen, 2008; Talelli, et al., 2008),
while IHI towards M1; (IHI;) is lifted during movement execution (Duque, et al., 2007,
Hinder, et al., 2012). The dorsal premotor cortex (PMd) also modulates M1 activity during
unimanual movements (Koch, et al., 2006; Kroeger, et al., 2010; O'Shea, et al., 2007), and
inhibition of the contralateral PMd results in increased excitation of M1; (Cincotta, et al.,
2004; Giovannelli, et al., 2006). The excitability of M1; and M1; (Klein, et al., 2016;
Wilhelm, et al., 2016), as well as the inputs they receive from the contralateral M1 and PMd
(Duque, et al., 2007; Koch, et al., 2006; Kroeger, et al., 2010; Liuzzi, et al., 2010; Murase, et
al., 2004; O'Shea, et al., 2007), are differentially modulated during the preparation of
unimanual movements in healthy volunteers, suggesting a lateralization of cortical activity

during movement preparation. The supplementary motor area (SMA) is involved in
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movement preparation and in bimanual coordination, potentially by modulating
interhemispheric interactions (Brinkman, 1984; Chan and Ross, 1988; Deiber, et al., 1996;
Gallea, et al., 2011; Grefkes, et al., 2008; Serrien, et al., 2002), mostly through the caudal part

(SMA-proper) which projects directly to M1 in both hemispheres (Picard and Strick, 1996).

Mirror movements are involuntary symmetrical movements of one side of the body that
mirror voluntary movements of the other side (Bonnet, et al., 2010). In patients with
congenital mirror movements (CMM), the inability to perform lateralized movements is
associated with bilateral M1 activation during the execution of intended unimanual
movements, and with weak IHIi at rest (Cohen, et al., 1991; Gallea, et al., 2013; Leinsinger, et
al., 1997; Mayer, et al., 1995). SMA activation and functional connectivity is abnormal during
motor execution in CMM patients (Gallea, et al., 2013), suggesting that the SMA might be

involved in motor lateralization during movement preparation.

Here, we investigated the role of the SMA in the lateralization of unimanual movement
preparation by comparing whole-brain fMRI activation patterns during movement preparation
in healthy volunteers and CMM patients. In addition, we used TMS to study interhemispheric
interactions of motor/premotor areas during movement preparation. Finally, we focused on
the role of the SMA in motor lateralization during movement preparation by performing the

same protocol before and after transient inhibition of the SMA-proper in healthy volunteers.
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MATERIAL AND METHODS

Subjects and experimental groups

Twenty-one right-handed CMM patients were matched for age, gender and handedness with
healthy volunteers. All the participants gave their written informed consent and the protocol

was approved by the lle-de-France 6 ethics committee (2013-A00616-39).

Behavioral paradigm

We adapted a previously described delayed-response task (Kroeger, et al., 2010). A first
visual cue (S1) informed the subjects to respond with the right hand alone or with both hands.
Following S1 presentation, the subjects had to prepare the movement but to remain
motionless. A second cue (S2) instructed the subjects either to react (Go) or to withhold the
prepared movement (NoGo). In Go trials, the subjects had to tap the finger motor sequence 2-
4-3 on a keyboard as fast and precisely as possible after S2. The second cue (S2) was a Go
signal in 75% of the cases, and a NoGo signal in 25% of the cases. The S1-S2 interval was
randomly chosen from 1.5 s, 2 s or 2.5 s. This procedure allowed the attention level to be
maintained and the brain processes to be timed during motor preparation. This experimental
design allowed us to distinguish two phases: (1) the preparation phase, between S1 and S2,
during which the paraticipants were motionless but were preparing the movement according
to S1; (2) the execution phase, after S2. In this study, we only investigated the preparation

phase.

Data acquisition and procedure

MRI. The MRI device was a Siemens 3 T MAGNETOM Verio with a 32-channel head coil.
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Echo planar images were acquired by multiband imaging (TE=30 ms, TR=1.31 s, flip
angle=69°, voxel size=2x2x2 mm®, 60 slices). The participants performed the task previously
described in the MRI. This “event-related” paradigm allowed us to specifically study the brain
activations during the preparation phase.

Study of interhemispheric interactions. EMG were recorded bilaterally from the first dorsal
interosseous muscle (FDI) (active electrode over the motor point and reference electrode on
the metacarpophalangeal joint) with disposable surface Ag/AgCl electrodes (Kendall,
Covidien). Responses were amplified (1000x) and filtered (10-1000 Hz; Digitimer D360,
Digitimer Ltd, Welwyn Garden City, UK), then digitally transformed at a sampling rate of
2000 Hz (CED Power 1401, CED Ltd., Cambridge, UK), and stored offline for further
analysis (Signal 5.02, CED Ltd., Cambridge, UK). TMS test pulses (TP) were applied to the
left M1, preceded by conditioning TMS pulses (CP) targeting cortical areas in the right
hemisphere (M1, SMA-proper or PMd). TMS pulses were delivered through two figure-of-
eight coils (70-mm and 25-mm coils for TP and CP, respectively) connected to two Magstim
200 units delivering monophasic current waveforms (Magstim, Dyfed, UK). For M1
stimulation, the coils were placed tangentially over the cortical representations of the hand
areas, with the handle pointing backward, 45° from the midline, so that a posterior-anterior
current was induced in the corresponding M1 (Gallea, et al., 2013). The SMA-proper and
PMd stimulation sites were defined on the subjects' individual anatomical images. To
stimulate the SMA-proper, the coil was centered on the midline, caudal to the VCA line
(vertical line drawn through the anterior commissure and perpendicular to the anterior—
posterior commissure line in the sagittal plane), and directed toward the right (Arai, et al.,
2012; Vorobiev, et al., 1998). For stimulation of the PMd, the coil was positioned anterior to
the M1 hotspot, at a distance corresponding to 8% of the distance from nasion to inion

(typically around 3 cm) (Kroeger, et al., 2010). All the stimulation sites were stored in a MRI-
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based neuronavigation system (Brainsight, Rogue Research, Montreal, Canada) fed with the
subjects’ individual MRIs, allowing us to maintain same stimulation conditions throughout the
experimental sessions. Measurements of the active and resting motor threshold (AMT and

RMT) were previously described (Gallea, et al., 2013).

At baseline, we measured the amplitude of the motor evoked potentials (MEPS) triggered by
TPs delivered over the left M1 at 1.3XRMT (Awmep[TP]). To measure interhemispheric
interactions, TPs were preceded by CPs delivered as follows: (i) to the right M1, 40 ms before
the TP (1.2xRMT) (Reis, et al., 2008); (ii) to the right SMA-proper, 6 ms before the TP
(1.4xAMT) (Arai, et al., 2012); or (iii) to the right PMd, 8 ms before the TP (1.1xRMT)
(Kroeger, et al., 2010). The amplitude of MEPs evoked by CP+TP are noted Awep[CP+TP].
TMS measurements were performed during the task previously described. TMS stimulations
(TP alone or CP+TP) were delivered during the preparation phase, 300 ms after S1 (Fig. 2A).

The outcome measure was the ratio of 15 Aygp[CP+TP] to 15 Avep[TP].

Verification of motor activity during the task. To verify that the participants performed the
task correctly, their hand movements were video-recorded and the EMG activity of the fingers
extensor and flexor muscles was acquired during the MRI protocol. During the TMS
experiments, the experimenters checked the hand movements and EMG traces of the two
FDIs. In particular, the experimenters ensured that the subjects remained motionless during

movement preparation.

Transient SMA inhibition. We used continuous theta-burst stimulation (cTBS) to transiently
inhibit the SMA-proper in healthy volunteers: a total of 600 pulses were delivered at an
intensity of 0.9xAMT, in bursts of 3 pulses at 50 Hz, with bursts repeated at a frequency of 5
Hz for a total duration of 40 s (Huang, et al., 2005). fMRI measurements were performed

before and within 30 min after cTBS or SHAM stimulation of the right SMA-proper. The
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SHAM stimulation was performed with a special coil (SHAM coil) that delivered low
intensity stimulations. TMS measurements were made before and within 30 min after cTBS

stimulation of the right SMA-proper (Fig. 1A, Fig. 2B).

Organization of the protocol. Each patient made one visit. The first part of the day was
dedicated to the fMRI task. The second part of the day was dedicated to the TMS task. The
three circuits (MLrigh—MZLiert; SMAvigh—Mlier; PMdrigh—MLiery) Were tested in random order

across the subjects.

Each volunteer made five visits. The first and last visits were dedicated to the fMRI task,
which was performed before and after cTBS or SHAM stimulation of the SMA. The second,
third and fourth visits (one for each tested circuit) were dedicated to the TMS protocol, which
was performed before and after cTBS stimulation of the SMA-proper. For each visit, the
second part of the protocol (after cTBS or SHAM) was performed within 30 min after SMA
stimulation. The minimal interval between two visits was one week, to allow complete

washout of the cTBS effects. The order of the visits was randomized across the subjects.

Statistical analysis
MRI. Data were processed and analyzed with statistical parametric mapping software (SPM8,

http://www.fil.ion.ucl.ac.uk/spm) (Gallea, et al., 2013). Using individual global linear models,

contrasts (unimanual right or bimanual versus implicit baseline) were defined to obtain
individual Z-score maps over the whole brain. The Z-score maps of individual contrasts in
each group were entered separately in a 2x2 ANOVA (Group: CMM patients, healthy
volunteers; Movement: Unimanual right hand, bimanual) to test the hypothesis of abnormal
brain activation during movement preparation in CMM patients. We used a 2x2x2 ANOVA
(Procedure: cTBS, SHAM; Session: Pre, Post; Movement: Unimanual right hand, bimanual)

to test whether cTBS over the SMA affected BOLD signal amplitude during movement
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preparation in the healthy volunteers. ANOVA results were considered significant at p<0.05
with Family Wise Error (FWE) correction for multiple comparisons over the whole brain for
main effects, and at p<0.001 uncorrected over the whole brain but with FWE correction at the
cluster level for interaction effects.

TMS. The variables Amep[CP+TP] and Awmep[TP] were entered separately for each circuit in a
2x2 ANOVA (Group: CMM npatients, healthy volunteers; Movement: Unimanual right hand,
bimanual) to test interhemispheric interactions in CMM patients during movement
preparation. We then used a 2x2 ANOVA (Session: Pre, Post; Movement: Unimanual right
hand, bimanual) to test whether cTBS over the SMA-proper affected interhemispheric

interactions during movement preparation in the healthy volunteers.
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RESULTS

MRI

The participants performed the task previously described in the MRI. This specific task
allowed us to investigate whole-brain fMRI activation patterns during movement preparation
(the period between S1 and S2, before the “Go” signal). In the 2x2 ANOVA (Group X
Movement; Table 1), the preparation of bimanual movements as compared to right unimanual
movements resulted in more activation of the right M1 and SMA in both groups (Effect of
Movement; Fig. 1B). There was no effect of Group, but the Group x Movement interaction
revealed stronger activation of the right M1 and right putamen in the CMM patients than in
the healthy volunteers during preparation of right unimanual movements (Fig. 1C).
Additionally, compared to the healthy volunteers, the CMM patients showed stronger
activation of the anterior part of the left SMA (pre-SMA) during preparation of right
unimanual and bimanual movements (Fig. 1D).

In the 2x2x2 ANOVA (Procedure x Session X Movement; Table 2), there was no significant
effect of Procedure, and no Procedure x Session or Procedure x Session x Movement
interaction with respect to the cortical motor/premotor areas. This suggested that cTBS of the
SMA-proper did not affect the BOLD signal amplitude during motor preparation in the

healthy volunteers.

Electrophysiological experiments

Using the task previously described, we then tested interhemispheric interactions between the
right motor cortical areas (MLright, PMdright, SMAvight) and M1 during preparation (between
S1 and S2) of right unimanual or bimanual movements in the CMM patients and healthy
volunteers (Fig. 2A-B). For each circuit, we first verified that the Amep[TP] was similar in the

patients and healthy volunteers (MLlight-M1iert: F138 = 2.54, p = 0.12; SMAight-M1ert: F138 =
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3.67, p = 0.06; PMdiight-MZLiert: F138 = 0.01, p = 0.92). The 2x2 ANOVA (Group x Movement)
showed less inhibition from Mg to M1 in the patients than in the healthy volunteers
during both unimanual and bimanual movement preparation (Effect of Group: F133=7.95, p =
0.0076; Fig. 2C). Interhemispheric interactions did not differ between the patients and healthy
volunteers for the circuits SMAvigh-M1iert (F1,38= 0.22, p = 0.644; Fig. 2D) and PMdyight-M1Ljeft
(F138=0.01, p = 0.908; Fig. 2E).

We then measured interhemispheric interactions before and after cTBS stimulation of the
right SMA-proper in the healthy volunteers (Fig. 1A, 2B). There was no difference in the
Awnep[TP] before versus after cTBS (M1iigh-MLiesi: F121 = 0.16, p = 0.696; SMA\ight-M1 e
Fi21 = 0.29, p = 0.597; PMdiight-M1eri: F121 = 0.15, p = 0.707). Similarly to the situation
observed in the CMM patients, cTBS in the healthy volunteers diminished the inhibition from
MZLsight to M1 (Effect of Session, F121 = 4.83, p = 0.039; Fig. 2C), whereas interhemispheric
interactions were unaltered for the circuits SMAvigh-M1iere (F1,21 = 0.01, p = 0.941; Fig. 2D)

and PMdiigh-MZLiert (F121 = 2.15, p = 0.158; Fig. 2E).
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DISCUSSION
Using congenital mirror movements as a model of defective lateralization of motor control,
we show here that the supplemental motor area is critical for the preparation of lateralized

movements.

CMM patients have abnormal M1; activation during execution of unimanual movements
(Cohen, et al., 1991; Gallea, et al., 2013; Leinsinger, et al., 1997; Mayer, et al., 1995). Here,
we observed abnormal activation of the M1; and of the ipsilateral basal ganglia in CMM
patients during the preparation of unimanual movement, despite the absence of any
movement. This indicates that abnormal M1; activation during motor execution in CMM
patients is not a mere sensory consequence of mirror movements, but is responsible, at least in

part, for these patients' inability to produce purely unimanual movements.

Previous studies have revealed miscommunication between the SMA and MJ1; during
attempted execution of unimanual movements in CMM patients (Gallea, et al., 2013). Here,
we found abnormal pre-SMA activation associated with weaker IHI; during movement
preparation in CMM patients. Contrary to the SMA-proper, the pre-SMA has more cognitive
properties, few anatomical connections to M1, and is involved in movement preparation
(Picard and Strick, 1996). We found that transient inhibition of the SMA-proper by TMS in
healthy volunteers resulted in weaker IHI; during movement preparation, reminiscent of the
situation observed in the CMM patients. Neurophysiological studies indicate a possible role
of the SMA in motor lateralization during movement preparation (Brinkman, 1984; Gallea, et
al., 2011; Gallea, et al., 2013; Grefkes, et al., 2008). Unilateral voluntary movements are
preceded by slow-wave negativity on EEG recordings, consisting of two components: 1) the
Bereitschaftspotential, starting 2 s before movement onset, is symmetrically distributed and
reflects SMA activation; and 2) a subsequent late negative slope localized over the motor

cortex contralateral to the moving hand (Shibasaki and Hallett, 2006). Two studies have

266



shown abnormal bilateral distribution of the late negative slope in patients with CMM
(Cohen, et al., 1991; Shibasaki and Nagae, 1984). Our findings show that the SMA-proper
modulates interhemispheric inhibition, potentially via direct projections to M1 in both
hemispheres (Brinkman, 1984; Picard and Strick, 1996). The SMA thus appears to play a key

role in motor lateralization during movement preparation.
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A Flow chart of the protocol for healthy volunteers
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Figure 1. (A) Flow chart. (B-C) Results of 2x2 ANOVA (Group x Movement): sections
showing the anatomical location of brain areas that are differently activated in CMM patients
versus health volunteers during preparation of right unimanual or bimanual movements. (B)
Effect of movement. (C) Group x Movement interaction. (D) Cortical regions more strongly

activated in CMM patients than in healthy volunteers.
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Figure 2. (A) Delayed-response task. (B) Schematic representation of the TMS experimental
setup. (C-E) Interhemispheric interactions during preparation of right unimanual or bimanual
movement in CMM patients and healthy volunteers (upper panel), and in healthy volunteers
before and after inhibition of the SMA-proper (bottom panel). Individual data are presented as
dot plots alongside the mean and SEM. ISI: inter-stimulus interval. Uni-R: unimanual right;

Bi: bimanual.
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Table 1. Comparison of BOLD response during right unimanual or bimanual movement

preparation in CMM patients and healthy volunteers

Contrast/Anatomical location MNI Coordinates Z score (F score) KE
Effect of Movement
Right Precentral 36 -22 56 Inf (203.75) 3714
Right SMA 8-1252 6.85 (72.36)

Left Cerebellum -14 -48 -22 Inf (137.51) 648
Right Thalamus 16 -20 8 7.6 (97.56) 259

Right Rolandic Opercule 46 -18 18 7.48 (92.86) 546
Effect of Group

Interaction Group x Movement
Right Precentral 36 -18 52 4.54 (26.37) 170

Right Putamen 246 -2 3.35 (13.95) 28

Preparation unimanual
Patients > Controls
Left SMA -6 16 68 3.9(4.47) 10

Preparation bimanual
Patients > Controls
Left SMA -6 12 70 4.4(5.24) 10

MNI coordinates were derived from a 2x2 ANOVA Group (CMM patients; healthy
volunteers) x Movement (unimanual right; bimanual). Contrasts for the main effect of
Movement and Group were thresholded at a corrected threshold of P < 0.05, with a minimum
cluster size of 100 voxels. Contrasts for the interaction Group x Movement were thresholded
at an uncorrected threshold of P < 0.001, with a minimum cluster size of 25 voxels. We then
used pairwise t test to compare the activations between CMM patients and healthy volunteers
during the preparation of unimanual and bimanual movements. Contrasts were thresholded at
an uncorrected threshold of P < 0.001, with a minimum cluster size of 10 voxels.
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Table 2. Comparison of BOLD response during movement preparation before and after

SMA-proper stimulation with cTBS or SHAM in healthy volunteers

Contrast/Anatomical location MNI Coordinates Z score (F score) kE
Effect of Movement
Right Precentral 36-2254 Inf(789.3) 7762
Right SMA 8-2252 Inf(314.82)
Left Cerebellum -16 -48 -20 Inf(310.19) 898
Right Thalamus 18-206 Inf(214.48) 2369
Right Frontal Inferior 58 10 28 6.75(54.36) 220
Effect of time
Right Parietal Inferior 44 -56 52 5.14(30.31) 52
Left Precuneus -4 -64 54 5.11(29.93) 96
Effect of Procedure
Effect of Session 44 -56 52 5.14(30.31) 52
Right parietal inferior
Left precuneus -4 -64 54 5.11(29.93) 96
Interaction Session x Movement
Interaction Procedure x Session
Right Occipital lobe 28-76 4 4.04(18.65) 47
Left Temporal -62-48 4 3.96(17.97) 46
Left Insula -38-2214 3.71(15.79) 64
Left frontal lobe -22 -4 38 3.7(15.74) 42
Right Occipital Superior 28 -64 28 3.63(15.16) 49
Left Frontal Inferior -48204 3.35(13.02) 16
Interaction Procedure x Movement
Interaction ProcedurexSessionxMovement
Left parietal lobe -20-48 40 4(18.27) 64
Left temporal -58-44 0 3.54(14.47) 18
Left parietal inferior -38-54 44 3.34(12.97) 10

MNI coordinates were derived from a 2x2x2 ANOVA Procedure (cTBS; SHAM) x Session

(Before stimulation; After stimulation) x Movement (unimanual right; bimanual). Contrasts

for the main effect of Procedure, Session and Movement were thresholded at a corrected

threshold of P < 0.05, with a minimum cluster size of 50 voxels. Contrasts for the interactions

were thresholded at an uncorrected threshold of P < 0.001, with a minimum cluster size of 10

voxels.
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276 A RESULTATS

Cette étude comporte plusieurs limites. Du fait de contraintes temporelles lors de la
réalisation du protocole de SMT, nous avons fait des choix concernant le sens des interactions
testées ainsi que les phases du mouvement que nous avons étudiées. Nous nous sommes
specifiquement intéressés aux interactions inter-hémisphériques dirigées vers le M1, alors
que la physiopathologie des MMC fait intervenir une activation anormale du M1, : il aurait
donc été pertinent d’avoir des informations concernant I’l1H; chez les patients. Nous justifions
notre choix par le fait que I’inhibition dirigée vers le M1; est modulée de fagcon dynamique
lors de la préparation motrice, tandis que celle dirigée vers le M1; reste constante (Murase et
al., 2004; Duque et al., 2007; Perez and Cohen, 2008; Hinder et al., 2012). Il nous a donc
semblé pertinent, en premiére approche, de nous intéresser a I’l1H..

Nous avons par ailleurs choisi d’étudier les interactions inter-hémisphériques durant la
phase « précoce » de préparation motrice, 300 ms aprés la présentation de la premiére
consigne (sachant que la durée totale de la phase de préparation était de 2 s en moyenne). Ce
choix se justifie par les résultats de I’étude réalisée par Kroeger et al, qui décrivent une
inhibition du M1 par le M1, et le PMd; dés la phase précoce de préparation (300 ms apres
S1), tandis que ces inhibitions sont moins marquées au cours de la phase de préparation
« tardive » (1800 ms apres S1) (Kroeger et al., 2010).

L absence d’effet de la stimulation conditionnante du PMd; chez les volontaires sains
lors de la phase de préparation peut sembler en contradiction avec les résultats d’études
précédentes. Dans I’étude de Kroeger et al, la stimulation du PMd; entrainait une inhibition du
M1, des la phase de préparation précoce, 300 ms apres S1 (Kroeger et al., 2010). Cependant,
les effets décrits dans cette étude ont été obtenus lors de la réalisation de mouvements
unimanuels de la main non-dominante (gauche), tandis que dans notre étude, les participants
devaient réaliser des mouvements unimanuels de la main dominante (droite). Ces résultats

peuvent étre expliqués par le fait que les mécanismes modulant I’excitabilité de la voie
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corticospinale varient en fonction de la main utilisée (dominante ou non-dominante), comme
nous I’avons illustré dans I’introduction. Dans notre étude, la stimulation conditionnante de
I’AMS; n’a pas eu d’effet sur I’hémisphére opposé lors de la phase de préparation motrice.
Une modeste facilitation a été décrite entre I’AMS et M1 (Arai et al., 2012), mais dans des
conditions différentes : en effet, dans cette étude, les interactions ont été testées au sein d’un
méme hémispheére et au repos.

Enfin, il peut sembler paradoxal d’avoir effectué une stimulation inhibitrice de I’AMS
droite chez les volontaires sains, tandis que nous avons observé une activation anormale de
I’AMS gauche chez les patients au cours de I’étude d’IRMf. Tout d’abord, I’activation
anormale de I’AMS gauche chez les patients est un résultat qui a été obtenu a posteriori.
Nous avions initialement fait le choix de stimuler I’AMS droite sur la base d’une étude de
Iésions unilatérales de I’AMS réalisées chez le singe (Brinkman, 1984). Dans cette étude, les
effets de I’altération de I’AMS étaient maximaux lorsque la lésion était réalisée au niveau de
I’hémisphére opposé a la main non-dominante. Tous nos sujets étant droitiers, il nous a donc
semblé gu’une inhibition de I’AMS droite aurait des conséquences maximales. De plus,
I’hypothese que nous voulions étudier était que I’AMS puisse avoir un effet sur les
interactions inter-némisphériques par le biais du CC. En stimulant I’AMS gauche, nous
n’aurions pas pu exclure un effet direct de I’AMS gauche sur le M1 gauche via des
connexions intra-hémisphériques (Picard and Strick, 1996). Nous pouvons ajouter que sur le
plan pratique, I’AMS étant une structure trés médiale, il est probable que I’inhibition réalisée
par SMT ait affecté non seulement I’AMS droite, mais aussi, dans une moindre mesure,

I’AMS gauche.
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Dans la premiére partie de la discussion, nous allons revenir sur I’ensemble des
résultats de ce manuscrit (Articles 1-4 et résultats complémentaires) afin de répondre aux
questions que nous avions posées en introduction : (i) I’homogénéité clinique des MM est-elle
le reflet de mécanismes communs aux différentes formes génétiques de MMC ? (ii) quelles
est I’importance relative du CC et du FCS dans la physiopathologie des MM ? (iii) existe-t-il
d’autres mécanismes intervenant dans la physiopathologie des MM ? En particulier, quel est
le lien entre la phase de préparation motrice et les MM ?

Dans un second temps nous reviendrons de fagon plus précise sur les mécanismes
développementaux responsables des MMC. Nous nous focaliserons sur le réle du couple
NETRIN1-DCC (Articles 2, 3 et résultats complémentaires) dans le développement du
systeme moteur, et nous proposerons un mécanisme hypothétique pour expliquer les
anomalies du FCS associées aux dysfonctions de ces deux protéines.

Pour conclure, nous nous demanderons si le cas des MM représente en effet un bon
paradigme pour étudier la latéralisation du contrdle moteur, et en particulier si les anomalies

observées chez les patients sont bien le reflet de fonctions physiologiques détériorées.
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Les mouvements en miroir congénitaux : un modele pour

comprendre la latéralisation motrice

A. Des causes génétique hétérogenes aboutissant a un phénotype commun

Le syndrome des MMC est caractérisé par une hétérogénéité sur le plan génétique.
Trois genes en lien avec les MMC ont été identifiés a ce jour: DCC, RAD51 et DNAL4
(Meneret et al., 1993; Srour et al., 2010; Depienne et al., 2011; Depienne et al., 2012; Ahmed
et al., 2014; Meneret et al., 2014a; Meneret et al., 2014b), et des travaux récents de I’équipe,
présentés dans ce manuscrit, ont identifié de nouvelles mutations dans le géene NETRIN1
(Article 2). Des études menées dans le laboratoire avaient permis d’explorer la
physiopathologie des patients RAD51, et avaient identifié deux mécanismes, non exclusifs,
expliquant les symptbmes de ces patients: (i) une anomalie développementale du FCS
aboutissant a la mise en place de projections bilatérales de chacun des hémispheres sur la
moelle ; (ii) des défauts de communication inter-hémisphérique, responsables d’une activation
bilatérale anormale des deux cortex moteurs lors de I’exécution d’un mouvement unimanuel
(Gallea et al., 2013). Dans ce manuscrit, nous avons présenté les résultats provenant de
I’étude de patients DCC et NETRIN1 (Articles 1 et 2). Dans ces deux formes génétiques de
MMC, nous avons retrouvé des altérations anatomiques de la décussation pyramidale
associées a la présence de projections corticospinales anormales depuis chacun des
hémispheres sur la moelle ipsilatérale. Chez les patients DCC, nous avons par ailleurs mis en
évidence une diminution de I’ll1H au repos, tandis que le faible nombre de patients NETRIN1
étudiés ne nous permet pas de conclure sur une potentielle altération des interactions inter-
hémisphériques (Articles 1 et 2).

Ainsi, des mutations des génes RAD51, DCC et NETRIN1 aboutissent a des anomalies

anatomiques du FCS ainsi qu’a un phénotype moteur commun, les MM. Nos études chez la
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souris ont permis de préciser le role de DCC et NETRIN1 dans le développement du FCS
(Article 1 et résultats complémentaires), et nous présenterons dans la partie suivante un
mécanisme hypothétique expliquant la facon dont ce couple ligand/récepteur participe au
guidage des axones corticospinaux a la ligne médiane. Le lien précis entre RAD51 et les
anomalies décelées chez les patients RAD51-MMC demeure inconnu. Si nos études ont
permis de démontrer que RAD51 assure le bon déroulement de la prolifération des
progéniteurs néocorticaux grace a son activité de réparation de I’ADN, la fonction de cette
protéine en lien avec le développement du systeme moteur et les MMC reste inconnue
(Article 3). En particulier, nous ne pouvons pas conclure quant a I’origine des anomalies du
FCS observées chez les patients RAD51. Dans le cas des patients DCC et NETRINZ, la
fonction connue de ces deux genes dans le guidage des axones commissuraux chez la souris,

kanga

ainsi que I’organisation aberrante des projections corticospinales chez les mutants Dcc et
Shh::cre;Netrin'®/" suggérent que les anomalies anatomiques du FCS des patients sont la
conséquence d’un défaut de guidage des axones corticospinaux au cours du développement
(Articles 1, 2 et résultats complémentaires de la these). Dans le cas de RAD51, nous ne
pouvons pas exclure la possibilité d’un mécanisme différent. Chez I’humain, des études de
SMT ont démontré I’existence de projections corticospinales bilatérales sur la moelle chez les
nouveau-nés et les jeunes enfants. Au cours des premiéres années de vie, les projections
ipsilatérales aberrantes sont éliminées (Eyre et al., 2001; Eyre, 2007). Il est donc possible
d’envisager qu’un défaut de maturation des projections corticospinales, et notamment un
maintien anormal des projections ipsilatérales, puisse étre responsable des anomalies
observées chez ces patients.

Les mutations des génes RAD51, DCC et NETRIN1 aboutissent & des anomalies

anatomiques du FCS ainsi qu’a un phénotype moteur semblable. Il est cependant trés

probable que les mécanismes sous-jacents soient différents. 1l est intéressant de souligner que
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le couple NETRIN1-DCC semble intervenir dans le guidage du FCS de fagon non cellule-
autonome (voir Article 1, résultats complémentaires et partie 11 de la discussion). En
revanche, I’expression de RAD51 au niveau du FCS suggere un réle direct, dont le
mécanisme reste cependant a découvrir (Article 3). Ainsi nos travaux illustrent le fait que des

phénotypes semblables peuvent avoir des origines différentes.

B. Importance relative du CC et du FCS dans la physiopathologie des

MMC

Tout au long de ce travail, nous avons insisté sur I’existence de deux anomalies, non
exclusives, pouvant expliquer les MM chez les patients atteints: (i) une anomalie de
communication inter-hémisphérique, mettant en jeu le CC, aboutissant a une activation
bilatérale des deux M1 lors de I’exécution d’un mouvement unimanuel ; (ii) une anomalie
développementale du FCS aboutissant a la mise en place de projections bilatérales de chacun
des hémispheres sur la moelle. Est-il possible de distinguer I’importance relative de ces deux
processus dans la physiopathologie des MMC ?

Les anomalies anatomiques du FCS sont étroitement associées a la physiopathologie
des MMC. A notre connaissance, tous les patients atteints de MMC présentent des projections
corticospinales anormales. Réciproquement, I’existence de projections corticospinales
bilatérales depuis un méme cortex moteur est systématiquement associée a la présence de
MM (Revues de la littérature 1 et 2). Le rdéle connu du FCS dans le contrdle de la motricité
volontaire suggére fortement que les projections corticospinales bilatérales observées chez les
patients atteints de MMC sont responsables, du moins en partie, de leur incapacité a produire
des mouvements latéralisés. A ce jour, une seule étude a véritablement remis en question le
lien de cause a effet entre les projections corticospinales bilatérales et les MMC (Verstynen et

al., 2007). Cette étude, réalisée sur un seul patient, a montré que les muscles qui étaient les
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plus affectés par les MM n’étaient pas ceux qui recevaient les projections corticospinales
conjointes (des deux M1) les plus fortes.

Il existe des MM dits « physiologiques », observés chez les jeunes enfants ou lors de
la réalisation d’un effort particulierement intense, qui surviennent chez des individus dont le
FCS est complétement normal (Bonnet et al., 2010; Koerte et al., 2010). Des défauts de
communication inter-hémisphérique, et en particulier d’l11H (normalement assurée par le CC),
sont la principale explication des MM physiologiques (Hubers et al., 2008; Koerte et al.,
2010; Welniarz et al., 2015). Une activation bilatérale des deux M1 lors de I’exécution de
mouvements unimanuels a été décrite chez de nombreux patients atteints de MMC (Cohen et
al., 1991; Mayer et al., 1995; Leinsinger et al., 1997; Verstynen et al., 2007; Gallea et al.,
2013). De plus, cette activation anormale du M1; est corrélée a une diminution de I’llH; chez
les patients RAD51 (Gallea et al., 2013). Cependant, si les dysfonctions du CC et des
interactions inter-hémisphériques étaient les principales causes des MMC, nous pourrions
nous attendre a I’existence de liens forts entre les anomalies développementales du CC et les
MMC. Or, bien que les AgCC sont associées le plus souvent a une altération profonde de la
communication inter-hémisphérique (Meyer et al., 1995), I’activation des aires motrices
corticales lors de la réalisation de mouvements unimanuels semble normale chez ces patients
(Reddy et al., 2000; Hsu et al., 2013). Les MM ne sont pas un symptdme couramment associé
aux AgCC (Paul et al., 2007), et trés peu de patients présentant ces deux anomalies de fagon
conjointe ont été décrits (Lepage et al., 2012). Cependant, les AgCC sont une entité tres
hétérogene, ce qui représente probablement une limite de ces études. Lorsque I’AgCC n’est
pas totale, il est difficile d’évaluer la proportion de fibres connectant encore les deux
hémispheéres, tandis qu’il existe probablement des mécanismes de compensation assurant la
mise en relation des deux hémisphéres par d’autres voies anatomiques (Hsu et al., 2013). De

plus, nous avons souligné plus haut que les anomalies du CC observées chez les patients
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MMC sont principalement fonctionnelles, tandis que les défauts anatomiques semblent réduits
(Gallea et al., 2013).

La principale objection qui peut étre faite quant a I’importance fonctionnelle de
I’activation bilatérale des M1 observées chez les patients MMC est qu’il est difficile de
déterminer si cette activation corticale anormale est la cause, ou simplement la conséquence
sensorielle des MM. Notre protocole d’IRMf, réalisé sur un grand nombre de patients MMC,
a montré une activation bilatérale des régions motrices corticales et des défauts d’interactions
inter-hémisphériques dés la phase de préparation de mouvements unimanuels (Article 4),
corroborant ainsi les données d’enregistrements EEG d’une étude antérieure (Cohen et al.,
1991). Cette observation suggére fortement que I’activation anormale des deux M1 lors de la
préparation et I’exécution de mouvements unimanuels chez les patients MMC n’est pas une
conséquence des MM, mais participe activement (au moins en partie) a leur incapacité a
réaliser des mouvements latéralisés.

Au vu de I’ensemble de ces données, il semble difficile de départager I’importance du
CC et du FCS dans la physiopathologie des MMC. Cependant, il est possible que
I’importance relative de ces deux mécanismes dépende de la forme génétique des MMC. Chez
les patients RAD51 et DCC, il semble que les deux processus soient a I’ceuvre et qu’ils
interviennent conjointement dans la génération des MM. A I’inverse, il est possible que chez
d’autres patients, 1I’un des deux processus prédomine sur I’autre (Verstynen et al., 2007,

Lepage et al., 2012).

C. Vers d’autres acteurs et mécanismes responsables des MMC ?

Les études précédentes menées dans le laboratoire (Gallea et al., 2013), ainsi que celle
présentée dans ca manuscrit (Article 4), ont permis d’identifier un nouvel acteur dont le réle

est primordial dans la physiopathologie des MMC : I’AMS. Cécile Gallea avait observé que
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I’activation et la connectivité fonctionnelle de I’AMS étaient anormales chez les patients
RAD51-MMC au cours de I’exécution de mouvements unimanuels. L hypothése proposée
était que cette activation anormale de I’AMS soit responsable d’une altération de la
transmission du plan moteur depuis la SMA vers le cortex moteur, aboutissant ainsi a une
activation bilatérale des deux M1 (Gallea et al., 2013). Etant donné le réle connu de I’AMS
dans la préparation motrice et dans la coordination bimanuelle, ces résultats ont suscité de
nouvelles questions concernant la fonction de I’AMS dans la préparation des mouvements
latéralisés. Dans I’étude présentée dans ce manuscrit, nous avons tout d’abord confirmé que
I’activation de I’AMS était anormale lors de la phase de préparation motrice chez un grand
nombre de patients, qui étaient, de plus, hétérogenes sur le plan génétique (Article 4). Ce
résultat suggére donc que I’activation anormale de I’AMS n’est pas une spécificité liée a la
mutation de RAD51. En outre, nous avons pu proposer des hypotheses sur le mécanisme
d’action de I’AMS. En procédant a une inhibition transitoire de cette région par SMT chez des
volontaires sains, nous avons observé une diminution de I’llH. pendant la phase de
préparation motrice, reproduisant ainsi une dysfonction observée chez les patients. Il semble
donc qu’il y ait un lien causal entre I’activation anormale de I’AMS et la diminution de I’lIH
chez les patients MMC (Article 4). L’AMS pourrait donc moduler les interactions inter-
hémisphériques, potentiellement par le biais de connexions cortico-corticales et transcalleuses
avec les M1 des deux hémispheres (Brinkman, 1984; Picard and Strick, 1996).

Pour conclure cette partie, nous tenons a préciser que d’autres mécanismes, non
encore connus, pourraient intervenir dans la physiopathologie des MMC. En particulier, nous
avons souligné I’importance des interneurones commissuraux de la moelle pour la génération
de mouvements alternés et asymétriques lors de la locomotion chez la souris (Revue de la
littérature 1 ; Welniarz et al, 2015). La proportion de connexions excitatrices et inhibitrices

établit un équilibre entre les deux moitiés de la moelle : lorsque I’équilibre est déplacé vers la
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facilitation, des mouvements symétriques sont produits, et au contraire, des mouvements
asymétriques sont produits lorsque I’inhibition prédomine. Il existe dans la moelle du singe
des interneurones commissuraux établissant des connexions entre les motoneurones
contrélant les muscles des mains (Soteropoulos et al., 2013). En raisonnant par analogie avec
le cas des souris EphA4 (Kullander et al., 2001; Kullander et al., 2003; Borgius et al., 2014), il
est possible d’imaginer qu’un défaut de guidage des axones spinaux puisse engendrer une
augmentation des connexions excitatrices entre les motoneurones des deux mains, et par
conséquent produire des MM. L’exploration des circuits spinaux représente donc une

prochaine étape pour une compréhension plus compléte de la physiopathologie des MM.
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Il. Le couple NETRIN1-DCC joue un réle crucial dans le

développement du systeme moteur

Nos études ont permis une meilleure compréhension de la fonction du couple
NETRIN1-DCC dans le développement du systeme moteur et ont clarifié le lien entre la
physiopathologie MMC et les dysfonctions de ces deux protéines. Nous avons tout d’abord
montré que les patients DCC atteints de MMC présentent des anomalies anatomiques du FCS
(Article 1). Nous avons identifie NETRIN1, le ligand de DCC, comme un nouveau gene
responsable des MMC, et I’étude de ces patients a aussi révélé I’existence d’anomalies
anatomiques du FCS (Article 2). Ainsi, DCC et NETRIN1 sont toutes deux necessaires au
développement du FCS chez I’humain.

L’analyse de différentes lignées de souris mutantes nous a permis de mieux
comprendre le r6le de Dcc et Netrinl dans le développement du systeme moteur, et leur lien
avec la pathologie des MMC. Le role de DCC dans le guidage du FCS au niveau de la ligne
médiane était déja connu (Finger et al., 2002). Nous avons montré que DCC contrdle ce
processus de facon indirecte (non cellule-autonome), car la suppression totale de DCC dans le
télencéphale dorsal, et donc dans le FCS, n’a pas reproduit les anomalies du FCS observées

kanga

chez les souris Dcc (Article 1). Nous avons aussi démontré pour la premiere fois que la
production de NETRIN1 au niveau de la plague du plancher était nécessaire a la formation de
la décussation pyramidale (résultats complémentaires).

Il est intéressant de remarquer que pour les mutants Dec*"%

comme pour les mutants
Shh::cre;Netrin'®"™ il existe une association entre des défauts de guidage du FCS a la ligne
médiane et des anomalies anatomiques de I’Ol (Article 1 et résultats complémentaires). Chez

les souris Dcc @98

, seule la partie la plus caudale de I’Ol était atteinte : des neurones de I’Ol
étaient présents a une position anormale, au niveau de la ligne médiane, a I’emplacement

normal de la décussation pyramidale. Chez les souris Shh::cre;Netrin'®"® la disposition des
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cellules de I’Ol vis-a-vis de la ligne médiane était normale. Cependant, au lieu d’étre groupés
a proximité de la ligne médiane, les neurones de I’Ol étaient étalés latéralement (Figure 18B).

Il a été proposé que les neurones de I’Ol interviennent dans le guidage du FCS par le
biais de la sécrétion de SEMAGA. Cette molécule a un effet répulsif lorsqu’elle interagit avec
ses récepteurs PLEXINA3/PLEXINAA4, exprimés par les axones corticospinaux (Suto et al.,
2005; Faulkner et al., 2008; Runker et al., 2008). La structure anatomique de I’olive
permettrait donc potentiellement de contraindre les axones corticospinaux & adopter une
position ventro-meédiale dans le tronc cérébral. La disposition relative du FCS et de I’Ol chez
les souris sauvages est compatible avec cette hypothése. En effet, le FCS est situé en-dessous
de I’olive dans le tronc cérébral, et il n’y a pas de superposition entre les axones
corticospinaux et les neurones de I’Ol (Figure 18C). La décussation du FCS a lieu au niveau
de I’extrémité caudale de I’olive, lorsque celle-ci adopte une position plus latérale, permettant
ainsi le passage des axones vers la ligne médiane (Figure 18E).

Chez les souris Dcc*®™? et Shh::cre;Netrin'®'** |a disposition relative de I’0l et du
FCS était conservée, c’est-a-dire que nous n’avons pas observé de co-localisation d’axones
corticospinaux et de cellules de I’Ol. 1l semble donc que le caractere répulsif de I’Ol vis-a-vis
du FCS soit conservé chez ces deux mutants. Etant donné que le positionnement des neurones
de I’Ol se fait avant PO d’une part (Bourrat and Sotelo, 1988; 1990), et que Netrinl et Dcc
sont tous deux impliqués dans le développement de I’Ol d’autre part (Bloch-Gallego et al.,
1999; Marcos et al., 2009), nous pouvons formuler I’hypothése suivante : il est possible que
des anomalies anatomiques de I’Ol soient responsables de défauts de guidage du FCS
lorsqu’il atteint la partie caudale du tronc cérébral & PO. Dans le cas des mutants Dcc*®"®?, la
présence de cellules de I’Ol au niveau de la ligne médiane empécherait donc I’ensemble des
axones de décusser. Dans le cas des souris Shh::cre;Netrin'®/** I’extension latérale anormale

de I’Ol serait responsable d’un « étalement » latéral du FCS dans le tronc cérébral, alors qu’il
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est normalement regroupé en position médiale. Une fois arrivés au niveau de la décussation,
les axones situés en position latérale seraient potentiellement trop éloignés pour percevoir les
molécules de guidage sécrétées au niveau de la ligne médiane, ce qui expliquerait qu’ils
restent au sein du cordon ventro-latéral de la moelle ipsilatérale. Cette hypothése a été
avancée dans le cas des mutants Sema6A”, dont le phénotype est assez similaire & celui des
souris Shh::cre;Netrin'® (Faulkner et al., 2008; Runker et al., 2008). Cette hypothése ne
rend cependant pas compte de I’intégralité du phénotype des souris Shh::cre ;Netrin'®/'™. En
effet, nous avons observé chez ces derniere une composante du FCS située dans le cordon
ventro-médial de la moelle ipsilatérale (Figure 19C). Ces axones, proches de la ligne médiane,
devraient donc percevoir les molécules de guidage au niveau de la décussation, ce qui indique
gu’un autre niveau de complexité, encore inconnu, est en jeu a ce niveau.

Cependant, il ne nous est pas actuellement possible d’exclure formellement
I’hypothese inverse, a savoir que les anomalies d’anatomie de I’Ol soient la conséquence, et
non pas la cause, des défauts de guidage du FCS. Afin de trancher, nous devrons générer des
mutants présentant des altérations exclusivement au niveau de I’Ol, et vérifier si ces
anomalies sont suffisantes pour reproduire le phénotype des mutants que nous avons étudiés.
L équipe d’Alain Chédotal a généré des souris Ptfal::cre ;DCC'™® chez qui le suppression
de DCC est restreinte aux neurones de I’Ol (Renier et al., 2010). Des analyses préliminaires
n’ont révelé aucun défaut de I’anatomie du FCS chez ces souris. Cependant, de fagon
surprenante, ces souris ne présentent pas non plus de défauts de I’Ol, ce qui ne nous permet
donc pas d’écarter le rble de cette structure dans le guidage du FCS. Comme perspective,
nous proposons de comparer I’anatomie du tronc cérébral de nos mutants avec des souris
contrbles a PO afin d’identifier des structures, situées a proximité de la décussation
pyramidale, dont la malformation chez les mutants pourrait expliquer les défauts de guidage

du FCS au niveau de la ligne médiane.

290



DISCUSSION | 291

I1l. Conclusion

Notre étude a-t-elle fait du tort aux conceptions héritées d’Auguste Comte et de
Claude Bernard, ou les a-t-elle confortées ? Y a-t-il bien une continuité, une homogénéité
entre les phénomeénes normaux et les phénomeénes pathologiques ?

En premier lieu, on peut remarquer que les MMC ont bien leur équivalent chez les
individus dits « normaux ». Les MM physiologiques peuvent se manifester dans certaines
situations ou a certains moments de la vie chez des sujets ne souffrant d’aucun trouble
neurologique. On pourrait donc étre tenté de dire que les MMC ne sont qu’une
« exagération » des MM physiologiques, que les deux ne sont qu’une seule et méme entité,
qui serait simplement aggravée de fagcon considérable chez les patients. Cependant, I’examen
plus précis des causes responsables des MM fait apparaitre des différences fondamentales
entre ces deux entités. Tandis que I’activation bilatérale des deux M1 lors de I’exécution d’un
mouvement unimanuel est présente chez patients et parfois chez les sujets sains (dans une
proportion moindre), les défauts de I’anatomie du FCS sont une caractéristique exclusive des
patients. Chez les souris Dcck@"®? et Shh::cre;Netrin'®®, 1a position du FCS ipsilatéral dans la
moelle ne correspond pas a celle du FCS non-croisé « physiologique ». Cette observation
suggere que chez les patients DCC et NETRINL, le FCS ipsilatéral n’est probablement pas une
simple exagération du FCS non-croisé existant chez les personnes saines. Il serait plutét la
conséquence d’une anomalie de guidage des axones corticospinaux, qui aboutirait a la mise en
place d’une structure aberrante n’ayant pas son équivalent dans le développement normal.
Chez ces patients, le FCS serait « altéré », ce terme renvoyant ici a une différence de nature,
et non pas a une différence de degré, a une différence qualitative et non quantitative. 1l semble
donc que, contrairement a ce que pensait Auguste Comte, la pathologie soit bien capable de

« produire des phénomeénes vraiment nouveaux ».
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Mais peut-étre Claude Bernard aurait-il fait I’objection suivante : si les conséquences
du diabete sur I’organisme n’ont pas leur équivalent chez les sujets sains, ses causes en
revanche (une glycémie élevée) ne correspondent qu’a une simple dérégulation quantitative
d’un processus qui existe dans le cas normal. Tout ne dépend-il pas de I’échelle a laquelle on
se place ? Il est vrai que les anomalies anatomiques du FCS chez les patients MMC sont la
conséquence d’une diminution de la quantité de protéine fonctionnelle produite (que ce soit
RADS51, DCC ou NETRIN1) : il s’agit en somme d’une « simple » variation quantitative par
rapport & une valeur normale. La subtilité se situe simplement dans le fait que des
modifications pathologiques, en parfaite continuité avec les processus biologiques normaux,
peuvent & un point donné créer une altération, une rupture qualitative.

Soit, mais nous aimerions pousser cette conception une derniére fois dans ses
retranchements. Lorsqu’une mutation entraine une diminution de la quantité de protéine
produite, nous sommes bien dans le cadre des théories d’Auguste Comte et de Claude
Bernard. Qu’en est-il dans le cas de mutations a effet dominant négatif, c’est-a-dire
lorsqu’une mutation confére a la protéine une fonction totalement anormale, qui n’est pas
observée chez le sujet sain ? Nous avons évoqué cette possibilité dans le cas des formes de
MMC liées a des mutations de RAD51 (voir la discussion de I’article 3).

Si les avancées de la biologie et la découverte de nouveaux niveaux de complexité
questionnent cette approche, elle ne perd pas de sa puissance et de son caractére prédictif pour
autant. C’est I’observation des anomalies d’activation de I’AMS chez les patients qui nous a
POUSSES a supposer que cette aire avait un role dans la préparation motrice dans le cas normal,
hypothése que nous avons par la suite pu valider en créant une dysfonction transitoire et
réversible de cette région. Tout notre raisonnement scientifique se fonde sur cette approche
lorsque, pour connaitre le role d’un géne, d’une protéine ou d’une structure, nous

commencons par le modifier, I’altérer, le supprimer, afin d’en tirer des lecons sur sa fonction
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normale. Ce paradigme demeure donc une fagon puissante d’appréhender la complexité du

vivant.
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Résumé

Le syndrome des mouvements en miroir congénitaux (MMC) est une maladie
génétique caractérisée par I’existence de mouvements involontaires symétriques d’une main
qui reproduisent a I’identique les mouvements volontaires de I’autre main. Deux structures
sont impliquées dans la physiopathologie de cette maladie : le corps calleux (CC) et le
faisceau corticospinal (FCS). Deux génes ont été liés aux MMC a ce jour : DCC et RAD51.
Tandis que DCC joue un role crucial dans le guidage des axones commissuraux, RAD51
intervient dans la réparation de I’ADN, et son role dans le développement du systéme moteur
était inattendu.

Chez la souris, nous avons étudié le role de RAD51 et DCC dans le développement du
FCS et du CC, ainsi que I’implication de ces deux structures dans la latéralisation du contréle
moteur. Nous avons prouvé que DCC contréle le guidage du FCS a la ligne médiane de fagon
indirecte. RAD51 intervient dans le développement du neocortex, mais son réle précis dans le
développement du systéme moteur demeure inconnu.

Nous avons par ailleurs comparé un groupe de patients MMC a des volontaires sains
afin d’étudier la latéralisation de [I’activité corticale lors de la préparation motrice.
L activation et les interactions inter-hémisphériques des aires motrices sont anormales des la
préparation du mouvement chez les patients MMC. L’inhibition de [I’aire motrice
supplémentaire (AMS) chez les volontaires sains reproduit les défauts d’interactions inter-
hémisphériques observés chez les patients. Ces résultats suggerent que I’AMS est impliquée
dans la préparation des mouvements latéralisés, potentiellement en modulant les interactions
entre les deux hémisphéres via le CC.

Abstract

Mirror movements are involuntary symmetrical movements of one side of the body
that mirror voluntary movements of the other side. Congenital mirror movements (CMM) is a
rare genetic disorder transmitted in autosomal dominant manner, in which mirror movements
are the only clinical abnormality. Two structures are involved in the physiopathology of
CMM: the corpus callosum (CC) and the corticospinal tract (CST). The two main culprit
genes identified so far are DCC and RAD51. While the role of DCC in commissural axons
guidance during development is well known, RAD51 is involved in DNA repair, and its link
with CMM was totally unexpected.

In mice, we investigated the role of RAD51 and DCC in the development of the CC
and CST, as well as the role of these two structures in motor lateralization. We showed that
DCC controls CST midline crossing in an indirect manner. Our work clarified the role of
RAD51 in neocortex development, but how RADS51 influences motor system development
remains unknown.

We compared a group of CMM patients with healthy volunteers to investigate the
lateralization of cortical activity during movement preparation. We showed that activation of
motor/premotor areas and interhemispheric interactions during movement preparation differed
between the CMM patients and healthy volunteers. Transient inhibition of the supplementary
motor area (SMA) in the healthy volunteers resulted in abnormal interhemispheric
interactions during movement preparation, reminiscent of the situation observed in the
patients. These results suggest the SMA is involved in lateralized movements preparation,
potentially by modulating interhemispheric interactions via the CC.



