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Préambule

L'une des fonctions essentielles que 'lhomme partage avec la vaste majorité des
espéces appartenant au régne animal est la capacité de se mouvoir. Il s’agit d’'un besoin

fondamental qui permet aux individus de s’adapter dans leur environnement et de survivre.

Pour obtenir une action coordonnée, il est nécessaire que le message envoyé aux
motoneurones soit approprié et bien planifié d’une part, mais aussi que les nombreux retours
sensoriels liés au mouvement soient pris en compte en direct. Certains retours sont essentiels
a la correction du mouvement et a sa perception alors que d’autres sont inutiles voire parfois
redondants et pourraient perturber I'action s’ils n’étaient pas supprimés. Nous nous sommes
intéressées a ces deux points clés sensoriel et moteur du contréle du mouvement, soupgonnés
d’impliquer la voie cortico-spinale. Nous nous sommes demandé comment le filtrage des
informations sensorielles s’articule autour de la commande motrice pour produire un
comportement moteur volontaire coordonné. J’approfondirai les objectifs précis du projet a

la fin de I'introduction.

Afin de mieux comprendre le contexte de cette étude, je commencerai ce manuscrit
par introduire tous les acteurs du contréle moteur, en mettant I'accent sur le réle des
interneurones spinaux, que nous avons exploré dans nos travaux. Je parlerai aussi en détail
du réle du cortex et particulierement de sa voie directe de projection vers la moelle épiniére.
Dés que possible, je parlerai des données connues chez le rongeur puisque notre projet a été
réalisé chez la souris. Lorsqu’il sera nécessaire de mentionner d’autres espéces, que ce soit

pour comparer avec le rongeur ou par manque de littérature, je m’efforcerai de le préciser.



Introduction générale : circuits de la motricité

Nous nous créons une représentation du monde autour de nous, de notre
environnement. Cette représentation a un intérét essentiel, qui est celui de guider le
mouvement. Les informations obtenues par nos différents sens nous permettent d’adapter
notre comportement a chaque situation. On peut ainsi décider s’il est possible ou non
d’engager une tache motrice, d’anticiper la trajectoire des mouvements que I'on va réaliser
ou encore la force que I'on appliquera sur les objets avec lesquels on interagira. Tout au long
du mouvement, les parameétres de la commande motrice dépendent de I'environnement et
de I'état du corps dans cet environnement. La premiére étape est de déterminer I'objet du
déplacement, puis de préparer une série de mouvements qui nous permettra d’atteindre cet
objectif. Pour ce faire, nous devons élaborer un plan, c’est-a-dire 1) préparer la position des
membres et I’angle des articulations, 2) calculer I’évolution nécessaire de ces parametres pour
permettre de placer les membres, et donc le corps, dans la position attendue, en prenant en
compte les propriétés (taille, poids, résistance...) de chaque segment de membre en
mouvement et leur position initiale.

Lorsque la commande motrice est envoyée, et qu’une action est générée, cela
provoque de grandes quantités de retours sensoriels liés au mouvement. Ces informations
sensorielles permettent de le guider et de I'ajuster continuellement. L’obtention d’un
mouvement coordonné et sans erreurs est donc possible grace a I'élaboration d’une
commande appropriée et d’'un paramétre essentiel, qui est I'intégration des informations
sensorielles du corps et de I'environnement. Ainsi, pour étre au summum de I'adaptation dans
son environnement, chaque espéce possede divers organes et récepteurs sensoriels lui
permettant de recevoir un maximum d’informations sur son propre corps et sur son
entourage. Ces informations peuvent alors étre transmises aux diverses structures motrices,
de maniere plus ou moins intégrées qui enverront en retour leurs messages aux

motoneurones puis organes moteurs, effecteurs finaux du mouvement, les muscles.
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Muscles squelettiques : effecteurs du mouvement

Afin de déplacer ses membres dans I'espace, des muscles sont insérés grace aux tendons
sur les os, liés entre eux par une articulation. La force et la vitesse de contraction du muscle
détermineront les caractéristiques du mouvement. Les muscles sont constitués de fibres
musculaires (ou cellules musculaires), contenant la machinerie générant la contraction du
muscle. Chacune de ces fibres recoit une innervation principalement cholinergique provenant
de la moelle épiniére et portée par les motoneurones jusqu’au niveau de la jonction
neuromusculaire. Une unité motrice est constituée d’un motoneurone et de toutes les fibres
musculaires gqu’il innerve. Plus ce nombre est élevé, plus le nombre de fibres recrutées par
I'activation du neurone est grand et donc moins fin sera le mouvement. Il existe deux grands
types de fibres musculaires dont les capacités de contraction different (Figure 1).

o Lesfibres lentes de type I, dont la vitesse de contraction est lente, la tension maximale

faible et qui sont peu fatigables.

e Lesfibres rapides de type II, pouvant étre trés résistantes a la fatigue (type Ila) ou peu
résistantes (type IIb), dont la vitesse de contraction est rapide et la tension maximale
forte.

En fonction du role de chaque muscle, s’il est impliqué dans les mouvements fins ou dans

des mouvements plus grossiers, sa constitution en types de fibres musculaires differe. Par
exemple, s’il joue un role dans le maintien de la posture, il sera constitué en grande partie de

fibres résistantes a la fatigue.

Le muscle squelettique est non seulement constitué de fibres musculaires décrites ci-
dessus, mais il contient aussi des fibres musculaires dites « intra-fusales » situées au coeur des
muscles, dont le niveau d’étirement est communiqué au systéme nerveux central a travers
des afférences sensorielles proprioceptives (type Ia et II). En outre, il existe I'organe tendineux
de Golgi (OTG), situé a l'insertion du tendon sur I'os, qui permet de mesurer la force de
contraction du muscle. Cet organe est a |'origine d’'un message sensoriel dirigé vers le systéme

nerveux central, véhiculé par les fibres IIb (Figure 1).

A tout moment du mouvement, le systéme nerveux est donc informé de I'étirement

des muscles et de leur force de contraction afin de pouvoir éventuellement les ajuster. Cet
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Figure 1. Muscles, motoneurones et fibres sensorielles

Organisation des connections entre les différents types de motoneurones et les fibres musculaires |, lla,
lIb et intrafusales. lllustration des fibres sensorielles (cadres oranges) innervant les fibres musculaires et
I'OTG au niveau des tendons, et les fibres sensorielles. Indication des proportions (colonne 1) et vitesses

(colonne 2) respectives des sous-types de motoneurones a.

OTG: Organe tendineux de golgi, MN: Motoneurone
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ajustement est fondamental, et il nécessite non seulement ces informations dites
« proprioceptives » (définies plus en détails dans le chapitre retour proprioceptif), mais
également de nombreuses informations sensorielles « extéroceptives » provenant de
I'interaction avec I'environnement. Enfin, a I'exception des muscles de la face, tous les
muscles striés squelettiques acheminent leurs informations sensorielles vers la moelle
épiniére : premier et dernier niveau d’intégration permettant I'ajustement du mouvement en

cours de réalisation.

Il. Moelle épiniere : actionneur final des mouvements

1. Généralités

Les premieres traces de I'exploration des fonctions de la moelle épiniére ont été
attribuées a Hippocrate. Dans ses écrits, il décrit pour la premiéere fois les conséquences
cliniques des lésions spinales. Plus tard, au [1¥™¢ siécle aprés JC, la fonction de la moelle devient
de plus en plus claire pour Claude Galien qui la qualifie d’organe conducteur des messages
sensorimoteurs, du cerveau vers les membres et des membres vers le cerveau. Pendant trés
longtemps, un point de vue soutenu par le médecin Thomas Willis au XVII*™ siécle, a été de
considérer la moelle comme I'organe le plus important du corps, plus encore que le cerveau,
puisque certains animaux peuvent garder certains processus sensorimoteurs intacts aprés
décapitation, mais pas aprés lésions spinales (Johal et al 2018). En 1811, I'anatomie
fonctionnelle de la moelle est étudiée plus précisément par Charles Bell, grace a des
expérimentations sur les chiens. Il constate qu’en piquant la racine ventrale (ou antérieure
chez les bipédes) de la moelle épiniére, on produit un mouvement, alors qu’en piquant la
racine dorsale (ou postérieure), aucun mouvement n’est observable. Cette constatation a
permis de révéler la division antéro-postérieure sensorimotrice de la moelle épiniére. Environ
10 ans plus tard, Francois Magendie arrive a des conclusions similaires. Aprés lésion des
racines ventrales d’un chien, il constate une paralysie, alors que la |ésion des racines dorsales
provoque une anesthésie du membre (Magendie 1822). Ces premiéres observations ont été
rassemblées sous le terme d’« hypothése de Bell-Magendie » et sont pionniéres dans la

compréhension de I'organisation fonctionnelle de la moelle épiniére.
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2. Organisation de la moelle épiniére

2.1.  Evolution

La moelle épiniére apparait chez les vertébrés et permet a ce sous embranchement du
régne animal, la locomotion grace a des mouvements ondulatoires et/ou aux mouvements
des membres. Ceci est rendu possible grace a la spécialisation d’'une famille de neurones
moteurs, les motoneurones, qui sont particulierement accumulés au niveau des segments
spinaux innervant les membres, a savoir les segments cervicaux et lombaires. Cette
accumulation donne lieu a des renflements de la moelle qui sont plus ou moins développés

en fonction des besoins de I'espéce en mobilité de ces membres.

2.2.  Développement

La moelle épiniere dérive du neurectoderme, qui se creuse pendant le développement
embryonnaire pour former le tube neural. Celui-ci apparait chez 'homme au cours de la
neurulation primaire, pendant le premier trimestre du développement. La moelle est créée
au niveau de la partie la plus caudale des vésicules primaires (le Rhombencéphale) formées
lors du processus de céphalisation. Elle constitue la vésicule secondaire la plus caudale du
rhombencéphale, appelée le Myélencéphale. Lors du développement, se mettent en place des
gradients protéiques de signalisation dorso-ventraux (par exemple, Sonic Hedgehog (SHH),
Bone Morphogenetic Proteins (BMPs), WNT) qui impactent l'activité des facteurs de
transcription en fonction de leurs concentration. Ces signaux morphogénes sont ainsi
responsables de la spécification neuronale. Les différents sous types neuronaux générés
définissent des groupes fonctionnels, et migrent ensuite dans la moelle épiniére de maniére
non linéaire, c’est a dire indépendamment de leur position d’origine, pour atteindre
I’organisation segmentaire et laminaire finale (Lai et al 2016) (Figure 2).

Les vertebres et la moelle continuent de se développer aprés la naissance, et cela a des
rythmes différents. C'est ce qui donne lieu au décalage observé entre les vertébres et le
segment spinal qu’elles recouvrent (Harrison et al 2013, Sakla 1969). Les racines motrices et
sensorielles sortent du canal rachidien au niveau du foramen vertébral qui leur correspond.

De ce fait, les derniéres vertébres (a partir de L5) ne recouvrent que des racines. Il s’agit de la
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Figure 2. Développement embryonnaire de la moelle épiniere

A. Lors du développement du tube neural, I'invagination de la plaque neurale se ferme, permettant
la formation du tube neural, qui deviendra le systéeme nerveux central, et dans sa partie caudale, la
moelle épiniere. B. Différenciation des différents types cellulaires grace a la mise en place de
gradients protéiques de SHH, BMPs et WNT, qui contréleront I'expression des facteurs de transcrip-
tion. Cette différenciation est suivie d’'une migration des populations vers une organisation non
linéaire (Modifié d'apres Lai et al 2016).

SHH: Sonic Hedgehog, BMPs: Bone Morphogenetic Protein
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« queue de cheval » de la moelle épiniere. Pour ces raisons, Il est donc nécessaire de bien

connaitre les reperes anatomiques lors de manipulations chirurgicales de la moelle (Figure 3).

2.3. Laminae

La matiere grise de la moelle épiniere contient des populations cellulaires
morphologiquement trés hétérogénes. Elle a pourtant une organisation intrinséque en
couches appelées laminae de Rexed (Rexed 1952, Rexed 1954), différenciables principalement
par la cytoarchitecture des neurones (forme, taille du corps cellulaire, densité de neurones...)

(Todd 2010) (Figure 4).

La vision classique de la division anatomo-fonctionnelle de la moelle est la suivante :

La corne dorsale est formée des laminae | a VI et constitue une zone de convergence
et d’intégration des informations sensorielles provenant de la périphérie d’'une part, mais
aussi de structures cérébrales via des projections descendantes. C’'est aussi de cette corne que
part une grande partie des projections ascendantes en direction du diencéphale et du
mésencéphale, faisant état de la situation du corps dans son environnement direct.

La corne intermédiaire est constituée des laminae VIl et X, qui comprennent en grande
partie des neurones a fonction autonome, innervant les viscéres.

Enfin, la corne ventrale est formée des laminae VIl et IX contenant notamment les
neurones modulateurs de la sortie motrice, et les effecteurs de sa commande, les
motoneurones.

Ces considérations sont en autre liées a la présence a proximité des cornes ventrales
et dorsales de leurs racines respectives, aux roles moteurs et sensoriels. Cependant lorsqu’on
regarde les études plus en détail, on peut constater que cette vision est tres simplifiée et que
les fonctions sensorielles et motrices sont tellement intriquées et interdépendantes dans la

moelle, qu’il est parfois difficile de considérer une réelle division anatomique des fonctions.

2.4. Motoneurones

Les motoneurones sont les neurones de dernier ordre de la commande motrice, puisqu’ils

sont ceux qui innervent directement les muscles. lls expriment la Choline AcetylTransférase
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(ChAT), enzyme de synthése de I'acétylcholine, leur neurotransmetteur principal. lls forment
des groupes fonctionnels, localisés en majorité dans les segments cervicaux et lombaires pour
ce qui est de l'innervation des membres antérieurs et postérieurs respectivement. Leurs
axones sortent de la moelle par les racines ventrales, voyagent ensemble dans un nerf avec
ceux innervant les mémes groupes musculaires et se séparent du nerf commun pour rejoindre
leur muscle cible. Ces nerfs peuvent étre moteurs purs, sensoriels purs, ou mixtes. Les
motoneurones innervant les muscles et leur permettant de les contracter sont appelés les

motoneurones alpha. Il en existe plusieurs types (Figure 1) :

e Les motoneurones lents, de type S (pour « slow ») sont des petits motoneurones, avec
une vitesse de conduction (VC) relativement lente. lls innervent principalement les
fibres musculaires de type 1.

e Les motoneurones rapides de type F (pour « fast»), plus rapides, peuvent étre
résistants (FR) ou fatigables (FF) et innervant respectivement les fibres musculaires Ila

et IIb. lls possedent quant a eux des corps cellulaires de grande taille.

Cette diversité de taille permet une variation dans la vitesse de recrutement. En effet,
suivant la loi d’'Ohm, puisque les motoneurones a petits corps cellulaires ont une plus forte
résistance, ils seront plus facilement activés que ceux a grand corps cellulaire, jouant non
seulement sur la vitesse de conduction du message, sa durée, mais aussi et surtout sur la
séquence d’activation des motoneurones (Enoka & Pearson 2013).

Ainsi, la force de contraction du muscle dépend non seulement du recrutement des
unités motrices mais aussi du type de muscles recrutés et de la fréquence de décharge du
motoneurone.

Il existe d’autres types de motoneurones, les motoneurones beta et gamma. Ces
motoneurones innervent, en plus du muscle (beta), ou uniquement (gamma), les fibres intra-
fusales, permettant un bon ajustement de I'étirement du muscle. En effet, la contraction des
fibres intra-fusales en réponse a I'activation du motoneurone gamma, n’est généralement pas
suffisante pour déclencher la contraction du muscle, mais elle I'est pour augmenter la
décharge des fibres sensorielles Ia, et ainsi ajuster la sensibilité des motoneurones alpha. Ce
systéme permet d’agir comme un comparateur entre I'étirement effectif du muscle, et celui

attendu et provoqué dans le fuseau (Figure 5) .
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Figure 4. Lamination de la moelle épiniére

A. Section transverse de la moelle lombaire de rat avec un marquage NeuN ciblant les neurones. Les

séparations entre différentes laminae sont visibles grace aux lignes en pointillé (Modifié d’apres Todd,
2010). B. Représentation schématique de la section et des laminae. (Echelles non fournies)
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2.5. Retours sensoriels

Sherrington a été I'un des premiers a distinguer trois fonctions majeures du systéme
sensoriel (Enoka & Pearson 2013, Gardner & Johnson 2013). Il différencie les informations
proprioceptives (qu’il qualifie de « sens profonds »), extéroceptives (« sens superficiels ») et
intéroceptives (« sens viscéraux »). Lorsque les récepteurs périphériques sont stimulés, que
ce soit dans un contexte actif (suite a un mouvement) ou passif (action de I'environnement),
ils générent un message qui est acheminé vers la moelle épiniére par les fibres sensorielles
primaires dont les corps cellulaires se situent dans les ganglions rachidiens dorsaux (DRGs)
(Figure 6). Ces fibres ont différents seuils d’activation, ainsi que différents diameétres, degrés
de myélinisation et vitesses de conduction du signal, et, en fonction de la spécialisation de
leurs terminaisons périphériques, elles vont étre amenées a encoder différentes modalités
sensorielles (plus de détails dans (Roudaut et al 2012)). Je ne présenterai ici que les retours
sensoriels tactiles et proprioceptifs, sans parler des autres sens spéciaux tels que I'ouie,
I'audition ou I’équilibre qui peuvent eux aussi participer au mouvement, mais dont les

messages ne transitent pas par la moelle épiniere.

e Retours cutanés

Des récepteurs se situent sur notre peau et permettent d’informer le systeme nerveux
central d’'un contact et de le catégoriser. lls peuvent apporter les informations sur la
température (thermorécepteur) d’un I|'objet, sa consistance (mécanorécepteur), sa
dangerosité potentiel (nocicepteur) ou encore la présence de certaines molécules
(chémorécepteur). Les fibres nociceptives ou a haut seuil, sont faiblement ou non myélinisées
(respectivement AS et C) et ont la vitesse de conduction la plus faible (4 - 30 m/s). Ces petites
fibres, contactent notamment les neurones des couches les plus superficielles (I et II) de la
corne dorsale.

Les fibres non nociceptives, fortement myélinisées avec une vitesse de conduction plus
élevée (30 — 100 m/s) font synapse dans des couches plus profondes de la corne dorsale. Les
fibres AB transmettent majoritairement des messages cutanés bas seuil, transduits de divers
mécanorécepteurs et sont indicatifs de différents paramétres tels que le toucher léger,

I’étirement de la peau, les vibrations etc. Ces informations sont directement envoyées dans
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Figure 5. Fonction des motoneurones

Représentation schématique des fonctions des motoneurones a et y. Les motoneurones a contactent
les fibres musculaires et provoquent la contraction du muscle et I'application de la force voulue sur un
objet d’'une certaine charge. Cette contraction meéne a I'étirement des fibres intra-fusales. Les motoneu-
rones y peuvent déclencher conjointement la contraction de ces fibres intra-fusales afin d'augmenter la
décharge des fibres la et d’ajuster la décharge des motoneurones a (Modifié d’aprés Kandel et al 2013).
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les noyaux supra-spinaux gracile et cunéiforme en passant par leurs faisceaux homonymes,

tout en laissant des collatérales contactant les interneurones spinaux.

e Neurones cibles d’informations cutanées

Les populations neuronales recevant les informations sensorielles, et particulierement
cutanées a haut seuil ont été extensivement étudiées. Ces travaux ont permis l'identification
de nombreuses populations sur la base de leur morphologie (Maxwell et al 2007), ou de
I’expression de certains génes et de leur localisation (Abraira et al 2017). Ces populations de
neurones, et les informations sensorielles cutanées qu’ils recoivent ont leur réle a jouer dans
la bonne exécution du mouvement. Ils peuvent étre directement impliqués dans les circuits
moteurs spinaux (voir chapitre Réflexes), ou plus indirectement, par les informations qu’ils
envoient aux structures supra-spinales dédiées, par l'intermédiaire des neurones de
projection (Figure 6).

L'importance des retours sensoriels issus des mécanorécepteurs a été démontrée chez
I’'hnomme (Choi et al 2016), notamment dans des exercices de force et de précision lors de
taches qui nécessitent de saisir des objets (Witney et al 2004). En effet, ils peuvent étre
impliqués dans des réflexes cutanés (voir chapitre Réflexes), par leurs contacts directs ou
indirects sur les motoneurones. Chez les rongeurs, la délétion de certaines populations
comme les neurones dI3 de la corne dorsale profonde provoque une baisse de performance
dans des taches demandant de la force et de la dextérité, comme celle de la grille inversée,
ou de I"échelle horizontale (Bui et al 2013). De plus, la délétion des neurones vGIuT3, recevant
eux aussi des information cutanées de bas seuil impacte la capacité de relacher sa nourriture
lorsque la souris I'a apportée a sa bouche, soulignant la aussi un défaut dans la précision de la

force a appliquer sur un objet (Ueno et al 2018).

e Retours proprioceptifs
La proprioception ou « sens de soi » est en quelque sorte notre sixieme sens. Elle est
a l'origine de la sensation que I'on a d’habiter son corps (Tuthill & Azim 2018). Il s’agit de
I'ensemble des informations sensorielles qui nous permettent de situer notre corps dans

I’espace, de connaitre la position de nos membres, et ainsi d’ajuster notre position lors d’un
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Figure 6. Retours sensoriels

Représentation schématique des retours cutanés (AR et AS/C) et proprioceptifs (la et llb), et des
circuits contactés au sein de la moelle épiniére chez la souris (Modifié d'apres Coté et al 2018). Les
fibres AP (orange) apportent les informations du toucher léger (non nociceptif), vers les centres
supra-spinaux, et laissent une collatérale vers le circuit spinal et les neurones de projection. Les fibres
Ad (rouge) apportent les informations nociceptives vers les interneurones spinaux, et peuvent contac-
ter les motoneurones a par un circuit indirect. Les fibres proprioceptives participent au circuit de
I'inhibition réciproque : les fibres la (bleu clair) contactent les interneurones la inhibiteurs ou les moto-
neurones directement, tandis que les fibres Ib (bleu foncé) contactent les motoneurones via un circuit
indirect inhibiteur (voies réflexes détaillées dans la figure 8).
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mouvement ou au repos. Une grande diversité de récepteurs participe a cette fonction, tels
gue des récepteurs dans la rétine ou encore nos récepteurs cutanées, mais classiquement, le
terme de propriocepteur est utilisé pour parler des récepteurs des muscles et des tendons.
Les fibres Aa (Ia et Ib et II) véhiculent la majorité des messages proprioceptifs provenant des
fibres du fuseau musculaire et de I'OTG. Ces messages terminent dans la corne dorsale
profonde ainsi que dans la corne ventrale et contactent pour la plupart directement ou
indirectement des motoneurones (Jankowska 1992) (Figure 6). Toutes ces informations
sensorielles provenant des muscles et des tendons, s’ajoutent a celles provenant de la peau,
et permettent d’ajuster continuellement la décharge des interneurones spinaux engagés dans
le contréle du mouvement. En plus de cet effet « a I’étage spinal » sur les motoneurones, ces
informations sur I'état du corps sont aussi intégrées au niveau spinal puis, si nécessaire,
envoyées aux centres supra-spinaux. Elles sont transmises notamment jusqu’aux aires
corticales sensorielles, grace aux voies ascendantes des cordons dorsaux, pour une intégration
supplémentaire de l'information, voire méme une interprétation consciente (Gardner &
Johnson 2013), mais aussi en grande partie vers le cervelet, via le tractus spinocérébelleux
(Eccles et al 1961). Les retours proprioceptifs sont essentiels pour la régulation de la
locomotion, puisqu’ils entrainent les circuits locomoteurs et permettent ainsi de d’enclencher
le pas chez des chats spinalisés (Akay 2020, Kriellaars et al 1994, Pearson et al 1992). En outre,
chez les souris, lorsque ces retours sensoriels ne sont pas fonctionnels, par exemple suite a la
mutation du géne Egr3 (early growth response 3) affectant spécifiquement les fibres Ia/II, le
mouvement locomoteur est dégradé (Akay et al 2014). Ces retours proprioceptifs ont aussi un
potentiel thérapeutique important, puisqu’ils semblent nécessaires a la récupération du

mouvement a la suite d’une contusion de la moelle épiniére (Takeoka & Arber 2019).

e Neurones cibles d'information proprioceptives
Les interneurones spinaux peuvent recevoir des informations provenant des fibres
sensorielles proprioceptives et sont alors généralement qualifiés d’interneurones du groupe |
(a ou b) ou II selon la nature de ces afférences. Ces neurones participent principalement au
relai de l'information sensorielle aux motoneurones afin de réaliser différents types de
réflexes (voir chapitre Réflexes), et ainsi de réguler les mouvements. Ils sont aussi la cible
d’informations convergentes provenant des structures supra-spinales ce qui permet un degré

supplémentaire de modulation (Voir chapitre Controle supra-spinal).
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Comme indiqué précédemment, les fibres afférentes proprioceptives ciblent aussi des
populations qui permettent de relayer I'information dans les structures supra-spinales. Les
neurones spinocérébelleux dorsaux (dSC), retrouvés au niveau des colonnes de Clarke
représentent une partie importante de ces neurones relais. Leur role serait de recevoir des
informations sensorielles proprioceptives provenant des fuseaux neuromusculaires ainsi que
des OTG afin de préparer puis d’envoyer dans le circuit supra-spinal une représentation
globale des muscles, utilisée pour la bonne élaboration du mouvement (Bosco & Poppele

2001).

Les retours sensoriels qu’ils soient cutanés ou proprioceptifs sont donc essentiels a la
I’élaboration normale des mouvements, grace a leur capacité de réguler la coordination, et

les taches qui requierent de la précision.

2.6.  Circuit pré-moteur

e Principe de fonctionnement des Générateurs Centraux de Patron

Les Générateurs Centraux de Patron (CPGs) locomoteur sont des circuits de neurones
dont l'activité est auto-entretenue, permettant la génération d’une décharge rythmée des
neurones moteurs et dont I'action consiste a exciter ou inhiber sélectivement des groupes de
muscles pour entrainer un mouvement stéréotypé (locomotion, mastication...) (Figure 7). lls
jouissent d’une grande autonomie, et peuvent a eux seuls, lorsqu’ils sont entrainés
pharmacologiquement par de la L-Dopa, de la sérotonine (5-HT) et des agonistes
glutamatergiques (NMDA), maintenir une activité rythmique mesurée au niveau des racines
ventrales, nerfs moteurs ou muscles pouvant s’apparenter a celle enregistrée lors d’'une
locomotion normale (Grillner & Zangger 1979, Karadimas et al 2019, Liu et al 2009, Zagoraiou
et al 2009). On parle alors de « locomotion fictive » ou de « locomotor like activity ». Malgré
cette autonomie, les CPGs nécessitent d’étre entrainés et ajustés au cours du mouvement et
lorsque des changements ont lieu dans I'environnement (Grillner 2006, Grillner & Jessell

2009).
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Figure 7. Générateurs Centraux de Patron

V2b

A. lllustration de I'activité rythmique des muscles et de l'alternance des extenseurs et des fléchisseurs
lors de la locomotion du chat sur un tapis roulant. B. (gauche) Enregistrement de la locomotion fictive
en mesurant la décharge des motoneurones (via les racines ventrales) de la moelle épiniére en
présence de NMDA et 5HT. (droite) Mesure de la décharge rythmique et alternée des motoneurones
(Modifié d’aprés Kandel et al 2013). C. Représentation schématique du circuit d’interneurones d’origine
développementale ventrale impliqué dans la coordination des muscles d'un membre (gauche) ou des
différents membres entre eux (droite). Les projections démontrées expérimentalement sont illustrées
par une ligne continue et les connectivités prédites par des lignes discontinues (Modifié d’apres Coté
et al 2018).

CPG: Générateurs Centraux de Patron, MN: Motoneurone, L: Left, R: Right, F: Flexion, E: Extension
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Les afférences nécessaires a I'entrainement et I'ajustement de ces circuits proviennent alors
en grande partie des noyaux moteurs du tronc cérébral, du cortex et des entrées sensorielles
(Whelan 1996).

Ces CPGs interagissent avec la circuiterie des interneurones spinaux, qui permet de
coordonner l'activité des différents segments et des membres opposés pendant la
locomotion. Dans le cas des mouvements non stéréotypés, qui ne nécessitent pas I'action des
CPGs, différentes familles d’interneurones interviennent pour transmettre les commandes
motrices et sensorielles convergeant de différents centres supra-spinaux (discutés dans le

chapitre « »).

e Interneurones des circuits moteurs

Il existe une grande variété d’interneurones spinaux qui permettent de transmettre et
moduler la commande motrice (Brownstone & Bui 2010), que ce soit en relayant des
informations sensorielles périphériques ou des informations sensorielles et motrices
descendantes. Pour mieux comprendre |’organisation des circuits spinaux, ces interneurones
ont été partagés en deux catégories en fonction de leur localisation dorso-ventrale au cours
du développement embryonnaire. Ces catégories sont elles-mémes divisées en 6 classes dans
lesquelles les neurones ont été distribués en fonction de leur expression de certains facteurs
de transcription embryonnaires. Une des deux catégories regroupe les neurones ayant une
origine développementale dorsale, constituée des classes dll1 a dI6; l'autre catégorie
regroupe les neurones d’origine développementale ventrale, constituée des classes VO, V1,
V2 et V3 (Alaynick et al 2011, Goulding 2009) (Figure 2). Il est généralement considéré que les
neurones impliqués dans la fonction motrice ou en relation étroite avec les réseaux des CPGs
sont les interneurones provenant de la catégorie des neurones d’origine ventrale d’une part,
et des classes dI6 et dI3 d’autre part (Alaynick et al 2011). Afin de pouvoir synchroniser ou
désynchroniser différents groupes de muscles, ils peuvent projeter a distance en traversant la

ligne médiane ou les différents segments (Figure 7C).

Les interneurones proprio-spinaux ont pour caractéristique de prendre origine dans la
moelle épiniere, de projeter dans un segment différent de celui de son corps cellulaire (Flynn
et al 2011). La fonction de ces proprio-spinaux est d’associer fonctionnellement plusieurs

segments spinaux en formant des connexions avec des neurones positionnés rostralement ou
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caudalement (Miller et al 1975), et de distribuer l'information motrice provenant de
structures supra-spinales aux différents segments spinaux et notamment aux motoneurones
(Laliberte et al 2019, Zaporozhets et al 2011). L'implication de ces neurones dans les fonctions
motrices a été démontrée, que ce soit par leur connexion directe avec les motoneurones (Ni
et al 2014), ou par leur réle dans différentes taches comportementales. Leur réle s’étend de
la motricité fine, jusqu’a la coordination entre membres et au maintien de la posture, que ce

soit dans des situations physiologiques ou pathologiques.

Chez le chat, les neurones proprio-spinaux situés dans les segments C3-C4 ont été mis
en évidence grace a leur réle dans des taches de motricité fine, telles que I'extension de la
patte pour atteindre une cible (Alstermark et al 2007, Alstermark et al 1981). Chez le singe, ils
sont similairement impliqués dans la dextérité du mouvement de la main (Tohyama et al
2017). De plus, certains de ces neurones possédent des axones connectant les segments
cervicaux et lombaires en passant par les cordons ventro-latéraux. L’association fréquente des
segments cervicaux caudaux avec les segments lombaires rostraux (Nathan et al 1996, Reed
et al 2006, Reed et al 2009) laisse penser qu’ils pourraient participer au maintien de la posture
(Delwaide et al 1977), et a la régulation de la coordination des CPGs lombaires et cervicaux
lors de taches locomotrices (Brockett et al 2013, Cowley et al 2010, Dietz 2002). Ces neurones
sont donc d’une importance capitale dans la physiologie motrice. lls semblent de plus
impliqués dans les processus de rétablissement a la suite de lésions partielles de la moelle
épiniere. En effet, ils sont soupconnés d’étre des acteurs de la rémission spontanée (Flynn et
al 2011, Laliberte et al 2019) pouvant étre observée dans ces conditions pathologiques et sont
ainsi étudiés de prés en tant que potentielle cible de traitement (Courtine et al 2009, Courtine
et al 2008).

Les interneurones proprio-spinaux peuvent traverser un nombre variable de segments
rostralement ou caudalement, et sont donc classés en deux sous populations : les « short
range », qui ne projettent pas plus loin qu’un segment et demi au-dela de celui ou se situe le
soma, et les « long range » qui projettent a des distances supérieures (Conta & Stelzner).
D’autre part, ils peuvent étre commissuraux, c’est-a-dire qu’ils peuvent posséder des axones
qui traversent la ligne médiane pour contacter des circuits controlatéraux (Stokke et al 2002).
Certains groupes de neurones pré-moteurs ne possedent méme qu’exclusivement des

projections controlatérales (Stepien et al 2010), ce qui indique un réle probable dans la
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coordination entre I’hémicorps gauche et le droit. Parmi ces neurones proprio-spinaux
commissuraux, les interneurones de la sous-classe V2a exprimant le facteur de transcription
ChX10 (Ni et al 2014) ont été particulierement étudiés. Cette classe a été identifiée dans
plusieurs espéces, comme le poisson zébre (Eklof-Ljunggren et al 2012, Ljunggren et al 2014)
ou encore la souris. lls sont excitateurs, et soupconnés de participer a I'alternance gauche
droite des pattes (Crone et al 2008), principalement lors de vitesses de déplacement élevées.
En effet, chez la souris, leur délétion spécifique (ciblant les neurones ChX10) par la toxine
diphtérique, génére un déficit dans la locomotion rapide (85cm/s, 3 fois leur rythme normal).
Dans ce cas, plutét que de simplement accélérer leur allure normale, les souris
désynchronisent leur pas (Crone et al 2009). Cette délétion des neurones ChX10 a également
mis en évidence le role de la famille de neurones V2a dans les mouvements fins, puisque les
souris peinent a réaliser une trajectoire appropriée vers leur cible avec leurs pattes avant
(Azim et al 2014). Le méme phénomeéne est observé lors de I'inhibition pharmacologique aigué
et spécifique des ChX10 (par la technique de DREADD). Les souris ont la aussi une baisse de

performance dans une tache de mouvement de la patte vers une cible (Ueno et al 2018).

2.6.  Réflexes

La moelle épiniére est loin de n’étre qu’un simple relai de I'information vers les noyaux
supra-spinaux. L'une des fonctions essentielles qu’elle est capable de réaliser
indépendamment du cerveau est le réflexe. C'est Descartes qui donne son nom aux réflexes
en s’inspirant de la réflexion de la lumiére pour décrire la transformation sensorimotrice. Dans
ce cas, le rayon incident est I'information sensorielle et le rayon réfléchi est la conséquence
motrice (Windhorst 2007). En 1906, Sherrington propose que ce reflexe spinal, défini comme
un mouvement automatique simple et stéréotypé provoqué par la stimulation de récepteurs
de la peau ou de ceux du muscle, soit considéré comme l'unité de base du mouvement et que
les mouvements complexes ne soient souvent qu’une combinaison de réflexes. Cette vision
n’a pas été conservée car il a été démontré plus tard que d’autres mouvements peuvent avoir
lieu sans la présence de stimulus sensoriels, bien qu’il existe des fonctions telles que la
locomotion, qui peuvent exister uniquement grace aux entrées sensorielles, et donc sont bien
issues d’une combinaison de reflexes (Shumway-Cook & Woollacott 2007). On considére

gu’un réflexe est spinal lorsqu’il persiste apres transsection compléte de la moelle épiniére.
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Apres des siecles d’étude, on comprend que les réflexes n’ont rien de simple, qu’ils peuvent
étre profondément élaborés et complexes, car ils sont finement modulés par les voies
descendantes (Eccles & Lundberg 1959, Lundberg 1964). lIs sont d’une utilité majeure dans
les conditions physiologiques, et ils servent d’excellents témoins de I'intégrité du réseau
neuronal dans un contexte clinique. Les réflexes consistent en I'activation des fibres
sensorielles primaires qui vont transmettre I'information a des groupes de motoneurones
directement ou en passant par des chaines d’interneurones (plus ou moins courtes en fonction
de la nature du signal afférent) inhibiteurs ou excitateurs, provoquant une transformation
sensori-motrice et ainsi, I'activation des muscles permettant le mouvement attendu et
I'inhibition des muscles antagonistes (muscle s’opposant au mouvement attendu). Ces
réflexes ont une fonction protectrice essentielle, illustrée par les réflexes nociceptifs qui vont
permettre d’éviter le danger en déclenchant le retrait rapide du membre exposé. L'amplitude
du mouvement réalisé est proportionnelle a I'intensité du stimulus et permet un déplacement
suffisant pour éviter le stimulus nociceptif, sans pour autant faire perdre I'’équilibre ou générer
un mouvement exagéré. Par exemple, si I'on marche sur un clou, les petites fibres Ad
transmettront I'information aux motoneurones fléchisseurs de la jambe concernée pour
I’éloigner du clou, tout en inhibant les muscles extenseurs antagonistes. En plus, afin de garder
I’équilibre, le réflexe d’extension croisée est déclenché grace aux fibres sensorielles qui
contactent des interneurones commissuraux, permettant |'activation des motoneurones
innervant les extenseurs de la jambe controlatérale et 'inhibition de ceux en charge de sa
flexion (Figure 8A). D’autres fibres cutanées peuvent également étre a I'origine de réflexes
mono et pluri-synaptiques. Par exemple, la stimulation de fibres a bas seuils dans des nerfs
strictement cutanés comme le nerf sural ou le nerf radial superficiel, induisent un réflexe qui
semble impliqué dans la réalisation de mouvement demandant force et précision (Bui et al
2013, Drew & Rossignol 1987, Witney et al 2004). Ces reflexes jouent aussi un réle dans la
régulation de la locomotion et sont différentiellement modulés de maniére phase-
dépendante (LaBella et al 1992).

D’autres réflexes sans fonction protectrice impliquent des fibres proprioceptives et
peuvent avoir une fonction de maintien de posture, voire permettre, lors des mouvements
automatiques ou volontaires, de réguler la position du corps en fonction des changements
induits par le mouvement. Un exemple trés étudié de ce type de réflexe est le réflexe

Fig8
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Figure 8. Réflexes

A. lllustration du réflexe poly-synaptique. Les fibres sensorielles AS activent un circuit excitateur poly-sy-
naptique permettant la flexion de la jambe ayant subi une stimulation nociceptive, et un autre permet-
tant I'extension de la jambe controlatérale. En paralléle, ces fibres activent un circuit inhibiteur des
muscles antagonistes. B. lllustration du réflexe myotatique. Les fibres sensorielles des fibres intrafusales
activent un circuit excitateur monosynaptique permettant l'activation des fléchisseurs de la jambe
ayant subi une stimulation au niveau du tendon, alors qu’un circuit di-synaptique inhibiteur permet
I'inhibition des muscles antagonistes. C. Illustration du réflexe H ou de Hoffman. Ce réflexe est déclen-
ché par la stimulation électrique d'un nerf mixte. Cette stimulation active directement les fibres
motrices, générant une premiére contraction directe du muscle innervé, et active en paralléle les fibres
sensorielles qui généreront une seconde contraction du muscle retardée, car le signal emprunte le
circuit spinal du réflexe myotatique (Modifié d’aprés Kandel et al 2013).
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myotatique (ou « stretch reflex »). Il s’agit d’'un réflexe monosynaptique, dans le sens ou les
fibres sensorielles proprioceptives Ia impliquées excitent directement le motoneurone alpha
innervant le muscle étiré sans passer par un interneurone. De son c6té, I'inhibition réciproque
du muscle antagoniste est médiée par un interneurone inhibiteur (interneurone Ia) (Eccles &
Lundberg 1958) (Figure 8B). Ce réflexe proprioceptif est mesurable chez les humains, les
singes, mais aussi les rongeurs grace a la mesure du réflexe de Hoffman, ou « réflexe H ». Cette
technique consiste a enregistrer par électromyographie (EMG) un muscle lors de la
stimulation du nerf mixte qui l'innerve. Une telle stimulation provoquera une premiére
contraction directe du muscle mesuré, par propagation orthodromique du signal électrique,
puis une deuxiéme (le réflexe H), retardée de quelques ms (4-5ms) liée a I’activation des fibres
sensorielles, et ainsi au déclenchement d’un réflexe monosynaptique (Figure 8C) (Kandel et al

2013).

Effectivement, bien que par définition autonome, les réflexes peuvent étre affinés par
des centre régulateurs supra-spinaux (voir chapitre contréle supra-spinal) (Eccles & Lundberg
1959, Lundberg 1964). lls peuvent étre inhibés ou facilités et cela a différents niveaux de
chaque boucle, grace a des contacts des neurones a projections descendantes sur un ou
plusieurs des acteurs du réflexe. Les interneurones Ia impliqués dans le réflexe myotatique
sont par exemple la cible d’informations différentielles (excitatrices et inhibitrices en fonction
de leur cibles) supra-spinales directes ou indirectes convergeant du noyau vestibulaire et

pluri-synaptiques provenant du noyau rouge, et du cortex (Hultborn et al 1976).

2.7.  Inhibition des fibres afférentes primaires

Les retours sensoriels peuvent aussi étre modulés localement au niveau spinal par des
informations sensorielles provenant d’autres parties du corps, plus ou moins distantes de la
zone modulée. En effet, les entrées sensorielles proprioceptives ou cutanées, provenant d’un
muscle ou de la peau, peuvent moduler les entrées sensorielles d’un autre muscle (Figure 9A,
B). Cela a lieu en inhibant de maniére présynaptique la transmission des informations
sensorielles, directement au niveau de I'entrée des fibres dans la moelle, donc avant la
premiére synapse du systéme nerveux central. La premiére description d’inhibition

présynaptique des fibres afférentes primaires a été réalisée par Frank et Fuortes en 1957. En

21



B. Stimulation
A B A+B

Enregistrement

b
_/-\__
C. .
’
* KESZ
,iv cl-
K+

o ¥ GABA K P
¥ yNKCCl

—— - o e - — — — — — —

C.  GADS65 (IN)

Figure 9. Physiologie de la PAD

A. lllustration de la connectivité des circuits engendrant une PAD par l'activation de fibres afférentes
adjacentes. Dans cet exemple, la fibre afférente a3 inhibe les entrées la1 et la2 par lI'intermédiaire
d’un interneurone présumé GABAergique exercant une inhibition présynaptique (Prel). A et B repré-
sentent les sites de stimulation utilisés pour le tableau B, et a et b, les sites d'enregistrement intracel-
lulaires. B. Tableau théorique représentant les effets de la stimulation des sites A, B ou A et B, ainsi que
les conséquences enregistrées sur les sites a et b. (Modifié d'apres McComas, 2016). C. lllustration de
I'effet subcellulaire de l'activation des récepteurs GABAp par les Prel sur des fibres afférentes
primaires. Labsence d’expression de KCC2 méne a un gradient de concentration tel que l'activation
des GABAR donne lieu a un efflux de chlorure. D. Motoneurones ChAT::GFP+ (en vert) (a) ainsi qu'une
vue rapprochée avec l'apposition de terminaisons vGlut1 (ou VG1 en bleu) (b). Organisation de
I'inhibition présynaptique par l'interneurone Prel sur des terminaisons la (c en haut) et vue réelle en
microscopie de cette architecture (c en bas) (Modifié d'apres Betley et al 2009). (Larticle ne fournit pas
les échelles)

MN: Motoneurone, Prel: Interneurone de l'inhibition présynaptique, IN: Interneurone, M: Muscle
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effet, ils constatent qu’une stimulation du nerf d’un fléchisseur entraine une réduction des
potentiels post synaptiques excitateurs (PPSE) recus par le nerf du muscle extenseur
gastrocnemien (GS) lors de la stimulation de ses entrées sensorielles. Il a été conclu qu’il
s’agissait bien d’une inhibition des fibres afférentes et non une inhibition post synaptique des
motoneurones, car ils nont observé aucune modification des potentiels post synaptiques
inhibiteurs (PPSI) recus par les motoneurones du GS pendant la stimulation du nerf du
fléchisseur, ni du signal transmis lors de la stimulation directe du motoneurone. Cette théorie

a été confirmée plus tard par d’autres (Eccles J. C. 1961, Wall 1958).

e Mécanisme de l'inhibition présynaptique

L'inhibition présynaptique des fibres afférentes primaires repose principalement sur
les transmissions GABAergiques. Les récepteurs canaux GABAa sont perméables aux ions
chlorures (et bicarbonates). La concentration intracellulaire en ions chlorures est donc un
parametre essentiel déterminant la force motrice et ainsi la puissance de l'inhibition. Durant
le développement, la plupart des neurones subit un changement au niveau de I'expression du
cotransporteur Potassium (K+) /Chlorure (Cl-) (KCC2) (Wang et al 2002). L’augmentation de
I’expression du KCC2 a la membrane va générer une baisse de la concentration de Cl- dans les
neurones, et ainsi une diminution de son potentiel d’équilibre (jusqu’a environ -60mV). De ce
fait, dans la plupart des neurones chez I’adulte, I’'ouverture d’un canal CI;, provoque son entrée
dans la cellule, et ainsi une hyperpolarisation de la membrane (Rivera et al 1999). Dans les
fibres afférentes primaires, ce changement n’a pas lieu et ’'ARN de KCC2 n’est pas retrouvé
au niveau des DRGs (Kanaka et al 2001). De ce fait, le potentiel d’équilibre du CI reste élevé
(environ -30mV), I'ouverture des canaux Cl au niveau de ces fibres a pour effet la sortie d’ions
Cl et I'activation des récepteurs GABA sur ces neurones dépolarise la membrane (Figure 9C)

(Cattaert et al 1992, Rudomin 1990, Rudomin & Schmidt 1999).

L'inhibition présynaptique des fibres afférentes primaires est essentiellement basée
sur l'apposition axo-axonique d’une terminaison GABAergique sur l'axone d’une fibre
afférente. Cette apposition a été démontrée chez de nombreuses especes vertébrées et
invertébrées (Betley et al 2009, Cattaert & El Manira 1999, Cattaert et al 1992, Lamotte
d’incamps et al 1998, Wang-Bennett & Glantz 1985, Watson et al 1991). Chez la souris, 90%
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des terminaisons sensorielles (proprioceptives) sur des motoneurones recoivent des synapses
provenant des neurones GABAergiques GAD2 (ou GADG65) (Figure 9D) (Betley et al 2009).

Il a été observé que I'effet dépolarisant de ces synapses GABAergiques sur les fibres
afférentes primaires donne lieu a une atténuation du signal sensoriel transmis aux neurones
cibles et a linhibition présynaptique mesurée. Cette inhibition est relativement longue,
puisqu’elle peut durer entre 200 et 1000ms (Coté et al 2018, Eccles J. C. 1961, Eccles et al
1962). Elle permet de diminuer I'amplitude des potentiels d’action (PA) qui voyagent a travers
I'axone inhibé, et il est considéré chez les vertébrés que si le PA est diminué jusqu'a des valeurs
proches de 90 mV ou moins, cela permet une diminution significative, voire une suppression
totale (avec un PA en dessous de 50 mV) des neurotransmetteurs libérés a la synapse, et ainsi
une diminution de I'amplitude des PPSE observés ou leur disparition dans le neurone

postsynaptique (Graham & Redman 1994).

L’hypotheése actuelle dominante est que l'interneurone GABAergique est lui-méme
sous le contréle d’au moins un interneurone excitateur, appelé « interneurone de premier
ordre ». Cet interneurone serait la cible d’informations périphériques d’une part, et

descendantes d’autre part (Rudomin & Schmidt 1999, Tahayori & Koceja 2012).

Il est aussi intéressant de noter que certains suggerent |'existence de mécanismes
indépendants des interneurones GABAergique (Hochman et al 2010). En effet, la proximité
structurale entre les récepteurs GABAergiques, glycinergiques, nicotiniques et
sérotoninergiques (5HT3) laisse supposer qu’un potentiel croisement de I'effet des drogues
testées est possible. Hochman et ses collaborateurs suspectent principalement I'existence
d’une action nicotinique sur les fibres afférentes primaires. Cette hypothése est étayée par
I’existence de contacts cholinergiques sur certaines fibres afférentes primaires (Ribeiro-Da-
Silva & Cuello 1990), ainsi que de sites de liaison a l'alpha bungarotoxine (antagoniste
nicotinique) sur les fibres a larges diameétres (bas seuil). Ces fibres se terminent d’autre part,
a proximité d’un large plexus de fibres cholinergiques et d’'une population de neurones

potentiellement source de ce plexus (Mesnage et al 2011, Pawlowski et al 2013).
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e Shunt vs inactivation

Deux hypotheses coexistent pour expliquer I'impact inhibiteur de la dépolarisation des
fibres afférentes primaires (PAD). La premiére est que la longue dépolarisation induite par la
PAD provoquerait I'inactivation des canaux Na* voltage dépendants, ce qui s’opposerait a la
conduction des PAs provenant de la périphérie. La seconde explication qui est essentiellement
préférée est que I'ouverture des canaux Cl" au niveau de la synapse GABAergique induirait un
« shunt », c’est a dire une importante baisse de la résistance membranaire, la aussi s’opposant
au passage des PAs. Des expériences réalisées chez la langouste, sur des préparations ex vivo,
vont dans le sens d’un mécanisme de shunt des PAs, plutot que de l'inactivation des canaux
sodium. En effet, la simple dépolarisation des fibres sensorielles (n’impliquant alors que
I’ouverture des canaux voltages dépendants), a une intensité équivalente a celle générée par
les PADs de plus faible intensité, n’affecte pas 'amplitude des PA provenant de la périphérie
(Cattaert & El Manira 1999). Au contraire, I'application locale de GABA provoque une baisse
de résistance d’accés jusqu'a 67%, ainsi qu’une réduction d’amplitude des PA de 75% (Cattaert
et al 1992). Les PADs de plus grandes amplitudes seraient de leur c6té potentiellement
capables d’induire une inactivation des canaux Na* voltage dépendants en plus du shunt par
I'activation des récepteurs GABA perméables au chlore.

D’autres mécanismes, que je ne détaillerai pas, sont soupconnés d’étre a I'origine ou
de participer a l'inhibition présynaptique, sans impliquer la dépolarisation des fibres. Par
exemple, bien que plutét contesté par des expériences de pharmacologie consistant a bloquer
spécifiguement les récepteurs GABAa ou GABAg (Stuart & Redman 1992), il est supposé que
ce type d’inhibition pourrait étre généré par les récepteurs GABAsg, par l'intermédiaire de
protéines G, provoquant I'inhibition de canaux Ca?* voltage dépendants et ainsi une réduction
de la libération des neurotransmetteurs (Graham & Redman 1994, Rudomin & Schmidt 1999,

Walmsley et al 1995).

e RobledelaPAD
La PAD, permettant I'inhibition présynaptique des fibres sensorielles est suspectée d’avoir

plusieurs réles, plus largement détaillés dans la revue de McComas (McComas 2016) :
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e Au niveau des réflexes et des mouvements automatiques

Grace aux contacts des fibres sensorielles sur des populations neuronales impliquées dans
les voies réflexes, 'inhibition présynaptique peut jouer un role dans la diminution ou la
suppression de ces réflexes qui pourraient, s’ils ne sont pas controlés, interférer avec les
mouvements en cours. En effet, la perte de cette inhibition est I'une des principales causes
suspectées dans |'apparition de spasticités dans des pathologies atteignant les contrdles
descendants (Burke & Ashby 1971). De plus, pour le mouvement automatique de locomotion,
il semble aussi y avoir une relation étroite avec les mécanismes d’inhibition présynaptiques.
En effet, chez les chats décérébrés, certaines phases des mouvements de locomotion fictive
sont accompagnées d’une modulation de la PAD au niveau des afférences cutanées et
musculaires (Duenas & Rudomin 1988, Gossard et al 1990). Cette PAD liée a la locomotion est
générée par plusieurs sources telles que les retours sensoriels, les circuits des CPGs et les

controles descendants (Rossignol et al 2006).

e Pendant les mouvements volontaires :

La PAD a aussi son réle a jouer dans les mouvements volontaires. La aussi, elle aurait un
role de prévention de la perturbation de ces mouvements par le déclenchement intempestif
de réflexes. Et en effet, lors de la phase active d’'un mouvement volontaire chez le primate, il
a été montré qu’une stimulation d’un nerf cutané (le nerf radial superficiel), provoque une
moindre décharge des interneurones spinaux localisés a la proximité de la terminaison
centrale des fibres contenues par le nerf, par rapport a une stimulation effectuée au repos.
De plus, le test d’excitabilité de Wall (Wall 1958), consistant a mesurer 'augmentation du seuil
d’excitabilité des fibres afférentes (due a leur dépolarisation par la PAD), permet aux auteurs
d’arriver a une conclusion similaire : les fibres sensorielles sont dépolarisées pendant la phase
active du mouvement volontaire (Seki et al 2003). Il s’agit de la premiere démonstration de
I’existence de la PAD et de sa modulation chez un animal éveillé réalisant un mouvement
volontaire. Cela permet de conclure qu’il existe une commande, initiée lors d’'un mouvement
volontaire dont le réle serait de diminuer les signaux sensoriels générés par ce mouvement
(la réafférence), afin d’éviter leurs interférences (Seki & Fetz 2012). L’absence de cette
inhibition présynaptique au cours du mouvement a un impact réel sur la coordination du
mouvement. En effet, lorsque les interneurones GABAergiques GAD2 des segments cervicaux

(C3-T1) sont spécifiquement supprimés a I’aide de la toxine diphtérique, les souris ne sont plus
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capables d’effectuer un mouvement coordonné vers une cible. Les auteurs observent une
oscillation du membre qu’ils associent a la perte du contrdle des retours sensoriels (Fink et al

2014).

e Aurepos

Enfin, au repos la PAD jouerait aussi un réle, mais dans ce contexte, principalement au
niveau des contrdles nociceptifs. La célébre théorie du « gate control » (Mendell 2014,
Meunier & Pierrot-Deseilligny 1989) par exemple est fortement basée sur I'existence
d’inhibition présynaptique des informations a hauts ou bas seuils au niveau de leurs contacts
avec les neurones de projections. Ce type de contrble permet d’éviter que les circuits spinaux
et leurs cibles supra-spinales soient surchargés d’informations, parfois méme redondantes,
qui pourraient étre percues a tort comme nociceptives. L'existence de PAD sur les fibres C a
haut seuil permettant I’envoi ou non d’informations nociceptives vers les structures supra-

spinales a également été démontrée (Moreno-Lopez et al 2013).
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Il. Controle supra-spinal du mouvement

Bien que certains circuits spinaux moteurs puissent agir en autonomie des structures
encéphaliques, leur action doit étre initiée, stoppée et si nécessaire modulée. Diverses voies
descendantes sont responsables de ce controle. Certaines structures ont des neurones qui
projettent directement sur les interneurones spinaux, alors que d’autres participent de
maniére plus indirecte (Figure 10). Les différents segments spinaux peuvent recevoir des
entrées spécifiques, puisqu’ils ont des fonctions différentes. C’'est particulierement vrai pour
les rongeurs. Prenons par exemple leur segment cervical, en charge des taches fines allant de
I’extension du membre antérieur vers une cible jusqu’aux mouvements de préhension. Pour
ces animaux quadrupedes, ce segment doit recevoir de surcroit une innervation permettant
le contréle de la locomotion. De leur c6té, leurs membres postérieurs ne sont pas capables de
réaliser des mouvements de préhension. Le circuit lombaire aura donc besoin de recevoir des
signaux descendants différents. Cependant ces contréles descendants sont encore a I'étude
et les informations sur leur réle ne sont malheureusement pas toujours disponibles pour tous

les segments et tous les types de taches comportementales.

1. Structures impliquées directement

Les structures que je considérerai dans cette section comme directement impliquées
dans le contréle supra-spinal du mouvement sont celles qui ont des projetions directes vers
les circuits spinaux et dont le role est de participer a I’exécution d’'une tadche motrice, que ce
soit en contactant les motoneurones directement ou via des interneurones spinaux. Je
n’entrerai pas ici dans les détails concernant le cortex. Cette structure a été fondamentale

dans mon projet, et un chapitre entier (Cortex et motricité) y sera donc dédié.

1.1.  Formation réticulée médullaire (MRF)
Cette formation, aussi appelée formation réticulée ponto-médulaire, rassemble

plusieurs noyaux du tronc cérébral : les noyaux réticulés du pont et les noyaux réticulés

gigantocellulaires et magnocellulaires (Kim et al 2017b). Il s’agit d’une structure connue pour
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Figure 10. Voies supra-spinales de controle de la motricité

Schéma non exhaustif de la connectivité des structures du systeme nerveux central en charge du
controle de la motricité telle quelle est globalement comprise actuellement. Certaines structures
projettent directement vers les circuits spinaux tandis que d’autres exercent un contréle plus indirect,
en réalisant des relais vers d’'autres centres moteurs. Les centres moteurs spinaux sont modulés par
les retours sensoriels transmis par les fibres afférentes. Les circuits issus du tronc cérébral participent
entre autre au maintien de lI'équilibre et de la posture ainsi qu’a l'initiation et I'arrét de la locomotion
et sont sous contrdle du cortex, du thalamus et des ganglions de la base. Le cervelet permet la coordi-
nation des comportements moteurs en intégrant les retours sensoriels réels et prédits pour optimiser
la réalisation de la tache motrice, tandis que le cortex participe a son initiation et a son raffinement
(Modifié d'apres Goulding et al 2009).
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sa capacité a initier la locomotion. En effet, chez le chat décérébré et sur des préparations ex
vivo de tronc cérébral avec la moelle épiniére de jeune rat, un train de stimulation électrique
ou une activation pharmacologique de la MRF suffisent a déclencher une locomotion fictive
(Garcia-Rill & Skinner 1987, Liu & Jordan 2005).

Cette région du tronc cérébral est aussi chargée de I'arrét de la locomotion, et cela, via
sa population de neurones glutamatergiques V2a (Chx10) (a ne pas confondre avec les
interneurones proprio-spinaux du méme nom et de la méme lignée génétique Chx10, localisés
dans la moelle épiniere). En effet, I'activation spécifique de ces neurones par optogénétique
bloque les circuits locomoteurs spinaux et la locomotion en cours (Bouvier et al 2015).

La partie ventrale de la formation réticulée médulaire (MdV) a la particularité de
contenir des neurones prémoteurs, i.e. contactant directement des motoneurones des
membres antérieurs et postérieurs. Cette région a donc été étudiée spécifiquement dans
certains comportements moteurs de précision : I'ablation spécifique des neurones excitateurs
glutamatergiques de la MdV par la toxine diphtérique a permis de démontrer leur implication
dans des taches de coordination motrice, telles que le Rotarod a vitesse incrémentielle, et des
taches de préhension d’objet (Esposito et al 2014).

L’activité des neurones de la MRF est soumise au contréle d’autres structures motrices
importantes, telles que le cortex, le noyau rouge (Esposito et al 2014) ou encore la région

mésencéphalique locomotrice (Kim et al 2017b).

1.2.  Noyau vestibulaire (VN)

Les récepteurs sensoriels du systéme vestibulaire se situent dans l'oreille interne. lls
permettent d’apporter aux VNs des informations statiques et dynamiques. Les informations
statiques détectent la position de la téte dans I'espace par rapport au plan horizontal afin
d’ajuster la posture du corps. Les informations dynamiques, sont transduites par des capteurs
d’accélération angulaire dont le but est de participer au maintien de I’équilibre pendant le
mouvement.

En plus de ces informations sensorielles, les VNs échangent une grande quantité
d’informations avec le cervelet (Barmack 2003). Ces interactions permettent d’ajuster la
posture notamment dans le cas ou la position de la téte prédite par le cervelet differe de la

position réelle. Ces noyaux recoivent des entrées provenant des aires pré-motrices et
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sensorielles du cortex. Cette convergence d’informations permet la modulation, en fonction
du contexte, des réflexes vestibulaires (vestibulo-colique et vestibulo-occulaire) (MacKinnon
2018). En outre, les neurones vestibulaires peuvent contacter directement les motoneurones
spinaux des membres antérieurs et postérieurs, avec une innervation préférentielle pour les
motoneurones lombaires (Esposito et al 2014). lls agissent principalement sur les muscles

axiaux et les extenseurs afin d’ajuster I’équilibre lors des déplacements.

1.3.  Noyau rouge (RN)

Le noyau rouge est une structure située a cheval entre le diencéphale et le
mésencéphale et donc a I'entrée du tronc cérébral. Il se compose d’une partie magnocellulaire
et d’une partie parvocellulaire. Il joue un réle important dans la motricité grace a son tractus
rubro-spinal composé de neurones projetant sur des interneurones spinaux ainsi que
directement sur les motoneurones cervicaux et lombaires (Esposito et al 2014). Les neurones
rubro-spinaux sont globalement regroupés en fonction de leur site de projection (plut6t
cervicaux ou lombaires), avec le groupe lombaire situé plus ventro-latéralement que le groupe
cervical (Liang et al 2012). Cette structure recoit principalement des entrées provenant du
cervelet ainsi que du cortex sensori-moteur.

Les études fonctionnelles de cette structure montrent qu’elle a un réle important dans
le maintien de la posture et dans I'ajustement, exercé a travers le tractus rubro-spinal (Zelenin
et al 2010). Ses fonctions sont cependant mesurables sur un champ trés étendu de taches
comportementales. En effet, son activité a aussi été corrélée a des taches qui vont de
I'initiation du mouvement (Martin & Ghez 1988) a la locomotion (Lavoie & Trevor 2002) et au
grattage (Arshavsky et al 1978), jusqu’au mouvement des muscles distaux et aux activités de

préhension (Horn et al 2000, Morris et al 2015, Van Kan & Mccurdy 2000).

1.4. Cortex
Le cortex est I'une des structures essentielles au controle descendant des circuits

spinaux. Il contacte directement la moelle, mais aussi indirectement par des projections sur

presque tous les noyaux moteurs mentionnés dans ce chapitre. En effet, il envoie des
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messages aux neurones de la MRF, du RN, de la région mésencéphalique locomotrice, des
ganglions de la base et du cervelet via les noyaux du pont.
Puisqu’il s’agit d’une structure clé du projet, je rentrerai dans plus de détails dans le

chapitre Cortex et motricité.

2. Structures impliquées indirectement

Dans cette section, je listerai et décrirai brievement les structures indirectement
impliquées dans le controle du mouvement. Il s’agit de celles dont le réle principal est lié au
mouvement et qui ne possédent pas, ou seulement peu, de projections directes vers les

circuits spinaux.

2.1.  Région mésencéphalique locomotrice (MLR)

Cette région regroupe les noyaux pédonculo-pontins et cunéiformes. Il s’agit d’une région
classiquement définie comme responsable du controle locomoteur (Kim et al 2017b). Elle
semble régir l'initiation de la locomotion ainsi que la modulation de sa vitesse (Gatto &
Goulding 2018, Ryczko & Dubuc 2013). En effet, la stimulation électrique de cette zone chez
la souris permet l'initiation de la locomotion (Roseberry et al 2016), et cela a travers un relais
sur la MRF, puisque I'ablation de cette deuxiéme empéche les effets décrits de la stimulation
de la MLR (Noga et al 2003). En outre, chez les souris, des intensités de stimulations
graduellement croissantes permettent I'augmentation de la vitesse de course (Caggiano et al
2018). Parmi les structures de sortie de la MLR, se trouvent le raphé magnus et le locus
coeruleus. Ces deux structures agissent au niveau de la moelle épiniére via des contréles
sérotonergiques ainsi que noradrenergiques, en facilitant I'auto-entretien des décharges
motoneuronales (via des courants entrant persistants), qui participent au maintien de la
posture pendant la locomotion. Ce contréle serait aussi a I'origine du contréle de I'excitabilité
des CPGs (MacKinnon 2018).

Cette région recoit des informations provenant de multiples structures, telles que le
cortex, I’hypothalamus médial et latéral et les ganglions de la base. De ce fait, une hypothese

suggere que le role de la MLR pourrait étre dans le choix du type de locomotion en fonction
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du contexte et donc en fonction des messages recus par ces différentes structures

(exploration, défense...) (Ryczko & Dubuc 2013).

2.2.  Ganglions de la base (GB)

Les ganglions de la base sont constitués d’un ensemble de structures qui interagissent
dans le but de sélectionner le type de locomotion approprié a effectuer (Grillner et al 2005).
En effet, via la voie directe ou indirecte, ils peuvent soit activer soit inhiber les structures
motrices en aval. De fagon schématique, la voie directe méne a l'inhibition de la substance
noire réticulée et du globus palidus interne (les noyaux de sortie inhibiteurs des ganglions de
la base), puis a la désinhibition de la structure motrice ciblée (thalamus, MLR) et ainsi a
I'initiation du mouvement. A l'inverse, la voie indirecte recrute d’autres structures du circuit
des ganglions de la base (globus palidus externe et noyau subthalamique), menant a la
désinhibition des voies de sorties inhibitrices et donc a I'inhibition des structures motrices

cibles, s"opposant de ce fait au mouvement associé (Kravitz et al 2010, Ryczko & Dubuc 2013).

2.3. Cervelet

La réalisation d’'un mouvement coordonné est possible grace aux retours sensoriels.
En effet, il a été théorisé que le calcul de la commande motrice serait réalisé a partir du retour
sensoriel attendu a la suite du mouvement, grace au « modeéle inverse », un programme
neuronal supposément localisé dans le cervelet (Figure 11). En outre, I’action doit pouvoir étre
ajustée dans le cas ol la commande motrice serait erronée. Les retours sensoriels permettent
au systeme nerveux de détecter une telle erreur. Cependant si les centres commandant le
mouvement devaient attendre le retour sensoriel pour I'ajuster, cela induirait un délai de
correction trop important. Dans le cas des mouvements rapides, comme les saccades
oculaires (Shadmehr et al 2010), le mouvement se termine avant l'arrivée des retours
sensoriels. C'est a partir de ce constat que de nouvelles théories ont émergées. Pour pallier
ce probléeme de délai, il existerait des réseaux de neurones qui permettent de prédire I'issue
sensorielle d’'une commande motrice (en effectuant une sorte de transformation sensori-
motrice). Ainsi, ces retours prédits permettraient de mettre a jour la commande motrice sans
attendre les retours réels. Et dans le cas des mouvements plus lents, ils pourraient, avec I'aide

des retours réels, améliorer I'estimation de I'état du corps pour permettre des corrections
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Représentation d'un schéma putatif du fonctionnement des modeéles internes directs et inverses et
leur intégration dans le circuit de controle des mouvements. La commande motrice est générée par
les centres moteurs supra-spinaux sur la base du modeéle inverse, qui géneére a partir de l'issue senso-
rielle attendue, une commande motrice appropriée. En temps réel, les retours sensoriels issus du
mouvement réalisé vont guider les circuits moteurs et donner une estimation de I'état du corps suite
a la commande. Ces retours, ainsi que la copie efférente de la commande motrice seront utilisés par
le modeéle direct pour générer une prédiction sensorielle, et ainsi optimiser et corriger, avec un délai
réduit, les commandes motrices (Modifié d'aprés Azim & Alstermark 2015).
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plus efficaces (Figure 11) (Azim & Alstermark 2015). Ce modeéle de prédiction est appelé
«modele direct » (ou « forward model ») et peut étre affiné avec I’entrainement.

Le cervelet est I'un des candidats a la réalisation de ces taches, puisque qu’il est
soupconné de contenir les circuits sous-jacents aux deux modeéles internes (Wolpert & Kawato
1998). Ces soupgons sont basés sur des preuves anatomiques et physiologiques (Wolpert et
al 1998). Les neurones corticaux qui générent une commande motrice ont des collatérales
capables de transmettre la « copie interne/efférente » ou « décharge corollaire » du message
moteur, capable d’initier la prédiction des conséquences sensorielles d’une action. Ces
collatérales contactent entres autres, via les fibres moussues apres un relai dans les noyaux
du pont, les circuits du cervelet. Cette structure constitue un lieu de convergence de cette
copie interne et des retours sensoriels, et participerait ainsi a la génération d’'une prédiction
de I'état futur du corps, et ainsi des conséquences sensorielles de la commande motrice
(Huang et al 2013). Ainsi, si le cervelet détecte une différence entre la prédiction et le retour
sensoriel réel, une correction pourra étre transmise par les noyaux profonds du cervelet puis
aux centres moteurs qu’il contacte. Ces centres moteurs ciblés, a savoir essentiellement le
thalamus, le noyau rouge et le tronc cérébral, intégreront ces instructions avec les
informations sensori-motrices recues par ailleurs afin d‘exécuter un mouvement. Bien que ces
structures relayant les instructions cérébelleuses soient les plus exhaustivement étudiées,
certains travaux relatent I'existence d’une projection mineure mais directe cérébello-spinale

jouant un réle dans la performance et I'apprentissage moteur (Sathyamurthy et al 2020).

3. Controle via une modulation sensorielle

Comme expliqué dans les chapitres précédents, une composante essentielle a la bonne
exécution du mouvement est I'analyse en direct des entrées sensorielles. Ces informations
permettent a la fois de préparer un mouvement adapté a la situation, de le guider, et de le
corriger au cours de son exécution en prenant en compte les résultats effectifs de la

commande motrice.
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Il existe des mécanismes permettant le filtrage différentiel des informations
sensorielles, rassemblés sous le terme de « sensori-gating ». Un exemple concret illustrant ce
principe est I'« effet cocktail party ». Il décrit notre capacité a concentrer notre attention sur
une voix en particulier dans une ambiance bruyante. Pendant un mouvement, le principe est
le méme. Lorsqu’on réalise une action, un trés grand nombre de récepteurs sensoriels est
activé et beaucoup de ces informations peuvent étres redondantes ou non essentielles a
I’exécution correcte de la tache réalisée. Dans ce cas, I'amplitude de ces signaux peut étre
réduite, voire supprimée, ce qui a pour conséquence d’augmenter la « visibilité » (ou gain
relatif) des informations essentielles. Plusieurs mécanismes peuvent étre mis en ceuvre dans
le processus de « sensori-gating », tels que les inhibitions post-synaptiques classiques qui ont
lieu a différents niveaux des voies sensorielles ascendantes. Il existe aussi des systemes
d’inhibition présynaptiques qui peuvent avoir lieu directement au niveau des fibres afférentes
primaires (PAD), site d’entrée des informations sensorielles musculaires ou cutanées (voir
section inhibition des fibres) ou méme a des niveaux plus avancés dans la chaine
d’information. En effet, dans le cadre du mouvement, ces inhibitions peuvent avoir lieu dans
diverses structures relayant les informations sensorielles jusqu’au cortex comme par exemple
au niveau des noyaux cunéiformes (Andersen et al 1962a). Dans cette section, nous
détaillerons essentiellement les controles sensoriels descendants qui sont effectués par

I'intermédiaire de la PAD.

Comme expliqué dans la section inhibition des fibres, la PAD peut étre déclenchée
localement par I'activation de fibres sensorielles adjacentes. En outre, il a été démontré que
certaines structures de I'encéphale et du tronc cérébral sont capables de générer une PAD. En
effet, autour des années 90, de multiples études ont été effectuées chez le chat sur ce sujet,
grace a la réalisation de stimulations de diverses structures en paralléle d’'un enregistrement
de la PAD sur différents types d’afférences (groupe I (a et b)). Ces enregistrements montrent
une action différentielle des voies descendantes en fonction du type de fibres ciblé. En effet,
les auteurs de cette étude ont démontré que la formation réticulée (RF) et le noyau du raphé
magnus (NRM) sont capables de dépolariser les fibres afférentes primaires de type Ib, mais
pas celles de type Ia. En outre pour ces derniéres, lorsqu’une dépolarisation est provoquée
par la stimulation du nerf du biceps semi-tendineux postérieur (BSP), la co-stimulation d’'une

de ces voies descendantes prend un caractére inhibiteur, et rapproche ainsi les valeurs
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enregistrées du seuil de repos de la fibre enregistrée (Quevedo et al 1995) (Figure 12). Dans
une autre étude, le noyau rouge a été stimulé lors de I'enregistrement de fibres Ia, Ib ou II.
La aussi, son role dépend de sa cible. Dans les fibres de types Ia et Ib, le noyau rouge peut
déclencher une PAD, tandis qu’il n’aura aucun effet sur le type II. Son réle peut aussi étre
différent au sein d’'un méme type de famille, puisqu’il peut (de méme que la FR ou le NRM)
s’opposer a la dépolarisation de certaines fibres Ia, induite par la stimulation du BSP (Jiménez
et al 1988). En outre, le noyau vestibulaire a aussi la capacité de dépolariser les fibres
afférentes de type I (Rudomin et al 1986). Enfin, le cortex fait partie des structures
démontrées comme étant capables de générer une PAD, et cela chez le singe,
(Abdelmoumeéne et al 1970), le chat (Andersen et al 1962b, Andersen et al 1963, Carpenter et
al 1963), mais aussi le rat (Wall & Lidierth 1997).

4. Cortex et motricité

Le réle du cortex dans le mouvement est classiquement associé aux taches volontaires.
A la différence des actions réflexes pures, le mouvement volontaire survient a la suite d’une
intention et ne nécessite pas d’étre activé par un stimulus sensoriel. Une fois que I'objectif est
déterminé, par exemple *attraper une tasse sur une table*, il existe une quasi-infinité
mouvement possibles qui s’offre a nous. En effet, le mouvement volontaire n’est pas
complétement stéréotypé. Le choix de la maniéere d’effectuer I'action peut dépendre d’'une
grande variété d’éléments: « Dois-je me pencher ou me lever ? Y a-t-il des obstacles a éviter ?
Ma main dominante est-elle libre ? Par quel c6té attraper la tasse ? Sera-t-elle chaude ?... »
Tous ces éléments dépendent du contexte, capté par nos sens, et finalement d’une décision.
Le cortex est divisé en plusieurs zones anatomiques et fonctionnelles, qui permettent
d’intégrer toutes les informations nécessaires a la prise de décision et a I'élaboration d’un plan
(cortex sensoriels et associatifs (préfrontal et pariétal)) et a I'exécution de la commande

motrice (cortex moteur).
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Figure 12. Contréoles descendants de la PAD

Enregistrement indirect de la PAD, et mesure des effet différentiels de la stimulation de structures
cérébrales en fonction des types de fibres ciblées. Les auteurs de ces études réalisent une stimulation
de la terminaison de la fibre dans la moelle en enregistrant le potentiel antidromique dans les nerfs
correspondants. lIs mesurent ensuite le seuil de stimulation nécessaire a l'obtention d’une probabilité
de décharge constante dans la fibre enregistrée. Il s'agit de leur ligne de base. La présence de PAD est
observée par une réduction de ce seuil. A. la stimulation de la RF et du NRM n’a pas d'effet sur le seuil
intraspinal de la fibre la, mais inhibe la PAD induite par la stimulation du BSP. B. En revanche, cette
stimulation génére une PAD dans des fibres Ib, et peut méme se sommer a la PAD induite par la stimu-
lation du BSP C. (Modifié d’aprés Rudomin & Schmidt 1999).

RF: Formation Réticulée, BSP: Biceps Semi-tendineux Postérieur, NRM: Noyau du Raphé Magnus
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4.1. Anatomie

Les cortex sensoriels et moteurs sont distingués dans les atlas courants grace a leur
anatomie. Le cortex est divisé en 6 couches, distinguées par le type cellulaire qu’elles
contiennent (Figure 13). La couche granulaire interne (IV) est la couche réceptrice principale
des informations sensorielles transitant généralement par le thalamus. Elle est donc
largement développée dans les cortex sensoriels, contrairement a la couche pyramidale
interne (V), qui contient principalement les neurones pyramidaux, neurones de sortie du
cortex. Il s’agit de neurones qu’on qualifie de corticofuges, pouvant projeter vers d’autres
aires corticales, ou vers des structures sous corticales. Ces neurones sont nombreux dans le
cortex moteur, dont la couche V est par conséquent tres développée, et la couche IV

particulierement réduite (cortex agranulaire) (Figure 13).

Chez le rongeur, il semble qu’il y ait une divergence au niveau des régles sur la
délimitation du cortex moteur, entre la régle classique basée sur I'anatomie et I’histologie, et
celle basée sur des criteres fonctionnels. En effet, d’un point de vue fonctionnel, des micro-
stimulations électriques intra-corticales ont été réalisées chez des souris (Li & Waters 1991,
Tennant et al 2011) et ont permis de cartographier les zones du cortex provoquant un
mouvement dans les membres antérieurs ou postérieurs. Ces expériences ont mis en évidence
trois zones principales a I'origine de contractions dans I’hémicorps controlatéral. Deux zones
sont responsables du mouvement des pattes avant. L'une est appelée aire rostrale des
membres antérieurs ou RFA (Rostral Forelimb Area) permettant d’engager les épaules et les
poignets, et I'autre, I'aire caudale des membres antérieurs ou CFA (Caudal Forelimb Area),
provoque un mouvement des épaules, des poignets et des phalanges. Enfin la troisiéme zone,
la plus caudale est celle qui permet le mouvement des membres postérieurs. Je I'appellerai
HLA (Aire des membres postérieurs ou Hindlimb Area) par analogie avec les deux autres aires.
Ces zones ne correspondent pas aux aires motrices classiques. En fait, les zones CFA et HLA se
situent en partie, si ce n’est en majorité, sur une zone définie comme sensorielle (Figure 13).
Il est donc généralement accepté chez le rongeur de parler de cortex sensori-moteur

(Vogelaar & Estrada 2016).

35



Cortex moteur
(agranulaire)

Cortex sensoriel

A. Golgi Nissl Weigert

Couche [~ e
moléculaire o '
Couclh,e [ /.u";)p}\ uw
granulaire Lol
externe — f
Couche
pyramidale
externe

J s
J\J“.'
[T

Couche =
granulaire

interne —
Couche

pyramidale
interne

Couche
multiforme

Lateral Medial

Caudal

Figure 13. Anatomie du cortex

A. Histologie du cortex humain. Le marquage Golgi révele un sous ensemble de corps cellulaires et leurs
arborisations, la méthode Nissl, les corps cellulaires et les dendrites proximales et le marquage de Weigert,
la myelinisation des fibres. Le cortex est divisé en 6 couches qui dépendent de ces caractéristiques histolo-
giques. L'épaisseur des différentes couches permet de différencier des zones corticales. Par exemple
lorsque la couche V est développée et que la couche IV est réduite, on parle de cortex agranulaire, ou du
cortex moteur (Modifié d’apres Kandel et al 2013). B. Cortex de souris (vue du dessus). Les zones oranges
et bleues (M1, M2 et S1) correspondent aux délimitations classiques anatomiques du cortex. Les zones
bleues hachurées correspondent aux délimitations fonctionnelles, basées sur des cartographies réalisées
par des stimulations. (basé sur des données de Tennant et al 2011 et Li et al 1991).(Larticle ne fournit pas
les échelles)

CFA: Caudal Forelimb Area, RFA: Rostral Forelimb Area, HLA: Hindlimb Area



Introduction générale — lll. Contréle supra-spinal

4.2, Fonction du cortex

L'implication du cortex dans les fonctions motrices a été démontrée depuis plus d’un
siecle. Cela a commencé a cette époque avec le chercheur allemand Hitzig, qui observe que la
simple stimulation électrique du cortex d’un chien pouvait générer la contraction de muscles
de I'hémisphére opposé. Cela a mené Leyton et Sherrington, en 1917, a décrire pour la
premiere fois le cortex moteur du singe (Leyton & Sherrington 1917). Il a méme été démontré
plus tard que de longues stimulations pouvaient générer des mouvements complexes chez le
singe et le rongeur (Graziano et al 2002, Hira et al 2015). Cette fonction motrice du cortex a
été confirmée plusieurs fois et chez de nombreuses especes de mammiferes (Li & Waters
1991, Penfield & Boldrey 1937). Depuis cette époque, il a été clairement démontré que le
cortex est en effet capable d’envoyer une commande motrice (de maniere plus ou moins
directe) vers les motoneurones puis les muscles afin de générer un mouvement, mais que ce
n’est pas la seule maniére qu’il a de contréler une action. En effet, des zones sensori-motrices
corticales émergent aussi d’autres voies de contréle de type sensorielles, participant entre
autres, au processus de « sensori-gating ».

L’activité du cortex est différente en fonction des taches dans lesquelles les animaux
sont engagés, mais aussi, en fonction des phases du mouvement. Il semble que ces différences
soient plus évidentes encore lorsqu’on compare les mouvements automatiques tels que la
locomotion avec les mouvements fins, qui demandent une attention particuliére a
I’environnement extérieur et a I’état du corps. Pour illustrer ces différences, je parlerai du réle
du cortex dans la phase de préparation et d’initiation du mouvement et je présenterai deux
types de taches motrices qui illustrent I’'engagement différentiel tache-dépendant du cortex :
Les taches de précision (mieux représentées par les mouvements des pattes avant) et les

taches de locomotion.

e Préparation et initiation du mouvement
Le cortex joue un réle prépondérant dans les taches qui requiérent un mouvement
précis des membres et I'analyse d’informations sensorielles variées permettant de guider le
mouvement. Cependant il a aussi été étudié pour son role dans la préparation et l'initiation
du mouvement. En effet, I'activité du cortex moteur prédit le mouvement puisqu’il est déja

actif quelques secondes avant celui-ci (Chabrol et al 2019, Economo et al 2018, Svoboda & Li
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2018). De plus, chez la souris, ce role dans l'initiation a été démontré dans des taches de
précision dirigées vers un but. En effet, I'inactivation pharmacologique (Muscimol : agoniste
des GABA,) ou optogénétique (par I'activation des interneurones inhibiteurs corticaux) du
cortex, empéche ou ralentit dans la majorité des cas, I'initiation du mouvement lors des taches

de précision (Galinanes et al 2018, Miri et al 2017).

e Mouvements précis des pattes avant

Pour les pattes avant, en plus du réle dans la locomotion, s’ajoutent des mouvements
de plus grande dextérité. En effet, malgré leur absence de pouces opposables, les rongeurs
peuvent réaliser des mouvements fins, leur permettant de réaliser un mouvement précis vers
un objet, et sa préhension. En fait, sur une échelle de 1 a 8 déterminée par Heffner et
Masterson (8 étant le score attribué aux humains), les rongeurs obtiennent un score de 3-4
(Heffner & Masterton 1975). Ces taches sont, elles aussi, dépendantes du cortex, comme cela
a été démontré par des expériences de lésions et d’inhibition pharmacologiques ou
optogénétiques. En effet, a I'exception de quelques études controversées (Kawai et al 2015)
une grande majorité des études récentes ont démontré que la performance du mouvement
des pattes avant vers un objet ainsi que la préhension sont fortement affectées par de telles

suppressions de I'activité du cortex (Galinanes et al 2018, Guo et al 2015, Miri et al 2017).

e |ocomotion

Le role du cortex dans la locomotion est encore assez mal compris et est toujours sujet
a controverse. Cependant de maniéere générale, les expériences de lésion du cortex sensori-
moteur ou d’inhibition pharmacologiques semblent montrer un impact minime sur les
performances au niveau des taches locomotrices grossiéres, c’est a dire sur les taches exigeant
beaucoup d’automatismes et relativement peu de précision. En effet, des animaux (chats ou
rongeurs) réalisant de la marche sur un tapis roulant ou sur une surface plate et réguliére ne
verront pas leur démarche affectée par une ablation du cortex sensori-moteur ou par son
inhibition pharmacologique (Beloozerova & Sirota 1993, Darmohray et al 2019, Miri et al
2017).
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Il serait pourtant erroné de considérer que le cortex ne joue pas de role dans des taches
de locomotion. En effet, I'activité du cortex semble particulierement corrélée avec la finesse
de la locomotion. Chez le chat ou le rat, lorsque la difficulté de la tache est augmentée par la
présence d’obstacles ou de marches a franchir, 'activité des neurones de la couches V
(corticofuges) est augmentée (Beloozerova & Sirota 1993, DiGiovanna et al 2016), et dans ce
type de taches, une lésion du cortex impacte la performance des animaux (Beloozerova &

Sirota 1993).

4.3. Interaction avec les autres acteurs du mouvement

Les neurones de la couche V appartiennent a des populations variées, constituées
d’interneurones ou de neurones corticofuges projetant dans des structures différentes. lls
permettent, ensemble, la génération d’'un mouvement coordonné. Parmi les neurones
pyramidaux, qui sont ceux projetant hors du cortex, on trouve plusieurs populations. Certains
neurones projetant vers les régions du thalamus qui contactent en retour le cortex, participent
vraisemblablement, grace a la boucle thalamo-corticale, a I'activité de préparation du
mouvement (Guo et al 2017). En outre, d’autres neurones projettent vers des noyaux moteurs
tels que les ganglions de la base, les noyaux du Pont (qui font relai vers le cervelet), le noyau
rouge, et les noyaux moteurs du tronc cérébral tels que la formation réticulée médullaire
(Economo et al 2018, Gao & Zheng 2004, Oswald et al 2013). Certains neurones du cortex
contactent la moelle épiniére directement (neurones cortico-spinaux, NCS) ou indirectement
via une de ses structures de sortie. Toutes ces voies aux origines corticales sont
potentiellement des actrices du controle moteur, et sont impactées lors des expériences

visant a modifier I'activité du cortex.

4.4.  Voie de contréle directe : le tractus cortico-spinal

Le tractus cortico-spinal (CST) est la voie la plus directe connectant le cortex et la
moelle épiniére. Son réle a été particulierement étudié dans le contréle moteur, car il s’agit
d’une voie qui peut étre atteinte dans plusieurs pathologies assez communes, telles que les
contusions de la moelle épiniére qui atteignent selon 'OMS entre 250 000 et 500 000

nouvelles personnes chaque année, ou encore la sclérose latérale amyotrophique qui affecte
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en France 2,5 personnes pour 100 000 habitants. Cette voie a été découverte au XVII®Me siécle
par Willis, et a été depuis explorée en détails d’'un point de vue anatomique et fonctionnel

chez une grande variété de mammiferes allant du rongeur jusqu’a ’lhomme.

e Evolution et développement

Le CST apparait pour la premiere fois chez les mammiféres. Son développement
débute in utero, puis se poursuit de maniere post-natale. Pendant sa croissance, il forme des
synapses parfois transitoires avec ses cibles (Gu et al 2017, Kamiyama et al 2015, Low et al
2008), et atteint sa maturité environ 2-3 semaine apreés la naissance (Stanfield 1992).

Chez I’homme, il est constitué a 20% de neurones qui font directement synapse sur les
motoneurones (via les connexions cortico-motoneuronales, CM) et les neurones restants
contactent des interneurones spinaux (Watson & Harvey 2009). L’hypothese est que lors de
I’évolution des primates supérieurs, cette voie directe aurait été développée de maniere
préférentielle, par rapport aux systemes utilisés pour la locomotion quadrupéde (Dietz 2002),
et qu’elle serait le substrat de I'incroyable dextérité de ces espéces. En effet, un parallélisme
a été observé entre I'apparition des terminaisons du CST dans les laminae profondes de la
moelle épiniére ainsi que des CM et I'augmentation de l'indice de dextérité (Heffner &
Masterton 1975). Chez le rongeur adulte, il est généralement accepté que les CM n’existent
pas (Ebbesen & Brecht 2017, Murabe et al 2018, Yang & Lemon 2003) malgré certaines études
(D'Acunzo et al 2014, Gu et al 2017, Weidner et al 2001) soutenant I'existence de rares
connexions. Cependant, pendant le développement embryonnaire et peu aprés leur
naissance, les souris possedent des CM, qui finissent par étre éliminées par I'interaction des
molécules de la famille des sémaphorines avec leur récepteur de la famille des plexines
(Sema6D-PlexAl) (Gu et al 2017). Dans cette étude, les auteurs démontrent que si cette
interaction est empéchée, il y a non seulement maintien des CM chez les souris adultes, mais
en plus amélioration de la performance des souris dans des taches de dextérité. Ces
expériences vont dans le sens de I'hypothése de Heffner et Masterson en concluant de
I’existence d’un lien causal entre les CM et I'augmentation de I'indice de dextérité. Cependant,
il est clair que les rats et les souris adultes font aussi preuve de dextérité, malgré I'absence de
CM. De nombreuses études se sont penchées sur la question du réle du CST dans les taches

de précision chez les souris. Bien que différent de celui des primates, le CST des rongeurs
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pourrait permettre de mieux comprendre les fonctions de la voie cortico-spinale indirecte, qui

représente pas moins de 80% des connexions cortico-spinales chez les humains.

e Anatomie

Trajet :

C’est a partir des axones des neurones pyramidaux de la couche V du cortex qu’est formé
le tractus pyramidal ou CST. Il voyage au travers de la capsule interne jusqu’au tronc cérébral,
a la suite duquel le tractus croise la ligne médiane au niveau des pyramides bulbaires (Figure
14). Juste avant la décussation, ce tractus se divise en trois faisceaux d’axones. Le faisceau
principal, constitué selon les études d’approximativement 80 a 95% des fibres (Oudega &
Perez 2012, Welniarz et al 2016), croise la ligne médiane tout en passant d’une position
ventrale a dorsale. Il se divise finalement en un CST dorsal (dCST), localisé dans la partie
profonde des colonnes dorsales constitué de la majorité des fibres ainsi qu’en un CST dorso-
latéral (dICST). Le restant des fibres n’est pas décussé, et reste ventral en entrant dans la
moelle et forme le CST ventral (vCST) (Vogelaar & Estrada 2016). Cette derniére voie n’est
visible que jusqu’aux segments mi-thoraciques, apres lesquels, elle devient trop anecdotique

pour étre tracée (Vahlsing & Feringa 1980).

Source :

En fonction de la zone du cortex d’ou émergent les fibres du CST, le segment ciblé dans
la moelle épiniére sera différent. Kamiyama et ses collaborateurs I'ont démontré en injectant
des billes rétrogrades dans les segments spinaux cervicaux et lombaires et en cartographiant
leur soma dans le cortex (Kamiyama et al 2015). lls ont constaté que les neurones avec des
projections sur les segments cervicaux sont localisés, chez I'adulte, a travers tout le cortex
sensori-moteur. A I'inverse, les neurones ciblant les segments lombaires ne sont retrouvés
gue dans la zone du cortex correspondant a la HLA. Dans cette zone, les neurones peuvent
donc projeter a I'un ou 'autre de ces renflements, ou aux deux dans certains cas. Les zones
plus rostrales du cortex semblent donc garder un schéma de projection purement cervical

(Figure 15).
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Figure 14. Anatomie de la voie cortico-spinale

[llustration du trajet des axones des neurones cortico-spinaux et des structures ciblées par leurs
collatérales. A. Le tractus cortico-spinal émerge de la couche V du cortex, puis voyage a travers la IC
avant de longer les noyaux du pont. Il avance dans la partie ventrale du tronc cérébral puis devient
dorsal a I'endroit de sa décussation. B. C'est a ce niveau qu'il pénétre dans la moelle épiniére pour
donner le faisceau principal dorsal, et les deux autres faisceaux mineurs. Sur son trajet, il envoie des
collatérales vers le RN, les Pn, I'Ol, le DCn.

IC: Capsule Interne, RN: Noyau Rouge, Pn: noyaux du Pont, Ol: olive inférieure, DCn: noyau des
colonnes dorsales, dCST: CST dorsal, dICST: CST dorso-latéral, vCST: CST ventral



Introduction générale — lll. Contréle supra-spinal

Terminaison :

Chez les rongeurs, ces neurones terminent dans la moelle épiniére, essentiellement
dans la corne dorsale profonde (D'Acunzo et al 2014, Liu et al 2018). Cependant en fonction
de leur source exacte, la terminaison des fibres peut étre différente. Que ce soit pour les
segments cervicaux ou lombaires, méme s’il semble qu’il existe globalement une sorte de
gradient sensori-moteur dorso-ventral spinal correspondant a un gradient sensori-moteur
latéro-médian cortical, il n’existe pas une réelle ségrégation entre neurones cortico-spinaux
sensoriels et moteurs et certaines fibres d’'une méme zone corticale peuvent avoir des
terminaisons, et donc des réles différents (Figure 15) (Ueno et al 2018). Cette ségrégation des
fibres en différents groupes anatomiques (en fonction de leur origine ainsi que de leurs
terminaisons) refléte I'existence d’une divergence fonctionnelle parmi les neurones cortico-
spinaux (Olivares-Moreno et al 2017). Bien que le role de ces différents groupes commence a

étre étudié, il n’est pas encore bien compris.

Collatérales :

Lors du développement post natal des rongeurs, le tractus cortico-spinal émet des
collatérales, vers des structures globalement identiques a celles des collatérales du CST chez
le primate (Terashima 1995). Chez I'adulte, ces collatérales sont observées au niveau de
I’encéphale vers le colliculus supérieur, le noyau rouge, les noyaux du pont, 'olive inférieure
et les noyaux des colonnes dorsales (Figure 14). Le role de ces voies dérivées du CST n’est pas
encore bien compris. D’autre part le CST distribue des collatérales dans différents segments
spinaux (Kamiyama et al 2015). Leur intérét a été démontré dans le cadre de lésions de la
moelle épiniére. En effet, chez les rongeurs, les chats, le primate et 'homme, un degré varié
de récupération spontanée ou induite des capacités motrices peut étre observé a la suite de
Iésions spinales. Dans ces cas, il est suggéré que ces collatérales terminant dans d’autres
segments soient a I'origine de la récupération par leur bourgeonnement sur des populations
d’interneurones spinaux autour du site lésé (Courtine et al 2008, Oudega & Perez 2012). De la
méme maniére, les collatérales encéphaliques du CST pourraient, elles aussi, jouer un réle
dans cette récupération, comme cela a été proposé pour la voie cortico-rubrale (Carmel &

Martin 2014).
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Figure 15. Diversité des neurones cortico-spinaux

lllustration de I'existence de multiples voies cortico-spinales, qui varient en fonction de la localisation
de leurs corps cellulaires et de leurs terminaisons dans la moelle épiniére. A. Résumé des cibles des NCS
en fonction de leur source : le cortex HLA projette sur le segment lombaire, mais peut laisser des collaté-
rales au niveau cervical. Les cortex CFA et RFA ne projettent qu’au segment cervical. B. lllustration des
zones de superposition des NCS projetant sur les segments lombaires et cervicaux (Modifié d’apres
Kamiyama et al 2015). C. Illustration de la diversité des NCS au sein de groupes d'origine corticale simi-
laire. Les neurones d'un méme cortex ont des sites de projection différents au sein d'un méme segment
spinal. Sur cette figure, le segment cervical est illustré, et (a droite) la zone de plus grande densité de
terminaisons se situe dans sa corne dorsale profonde (Modifié d’apres Ueno et al 2018).

NCS: Neurones cortico-spinaux, CFA: Caudal Forelimb Area, RFA: Rostral Forelimb Area, HLA: Hindlimb
Area
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e Role de la voie CS

Puisque nous nous sommes particulierement intéressées dans notre projet aux
controbles des pattes postérieures, je me concentrerai dans cette section uniquement sur les
taches impliquant ces membres, et donc plus précisément sur les taches de locomotion et
particulierement sur celles qui sont complexes.

Une grande partie des études visant a comprendre le réle du CST a utilisé une stratégie
visant a cibler spécifiguement des neurones cortico-spinaux, afin de bloquer leur activité
(Iésion, délétion ou inhibition) ou de les activer. Ces stratégies ont permis de valider les études
réalisées sur le cortex en général. En effet, la aussi, les études semblent s’accorder sur le fait
gue le CST ne soit généralement pas nécessaire dans la réalisation de taches locomotrices
simples telles que le Rotarod, le tapis roulant ou la marche sur un sol plat (Liu et al 2018, Muir
& Whishaw 1999). En effet, pour pouvoir constater son role, il est nécessaire d'implémenter
des taches de locomotion plus fines. Par exemple, lors de la traversée d’une échelle
horizontale, ou sur une roue aux barreaux espacés irrégulierement, la Iésion ou l'inhibition
des neurones cortico-spinaux a un effet clair sur la performance des rongeurs (Bieler et al
2018).

Cette stratégie s’est montrée efficace, mais elle a des limites importantes, puisque
certains des neurones du CST ont des collatérales vers des noyaux moteurs supra-spinaux. Il
est donc souvent difficile de s’assurer que le phénomene observé est bien lié a un message
transmis directement aux interneurones spinaux, et non a des intermédiaires supra-spinaux.
De plus, ces techniques ciblent les neurones cortico-spinaux dans leur ensemble, ce qui ne
permet pas de déceler les fonctions multiples de ces neurones en fonction de leurs cibles,
telles que I’envoi d’'une commande motrice, une information corollaire ou encore un signal de
modulation moteur ou sensoriel (tel que la PAD). Pour pallier ces difficultés, une stratégie de
plus en plus utilisée consiste a étudier directement le réle des interneurones cibles du CST,
recevant la commande corticale en se basant sur leur expression de certains facteurs
génétiques (Ueno et al 2018). Cette stratégie est encore assez récente et bien qu’elle ait déja
permis d’aller un peu plus loin dans la compréhension des différents roles de la voie cortico-
spinale, la quantité d’informations sur les cibles participant aux taches locomotrices est

encore assez restreinte.
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De nombreuses populations d’interneurones spinaux formant des contacts directs
avec les motoneurones ont été identifiées ainsi que des marqueurs permettant de les
reconnaitre (chapitre Circuit pré-moteur). Grace a ces identifications, il a été possible de
mettre en évidence l'existence des contacts provenant du cortex sur certaines de ces
populations et ainsi de préciser son rbéle dans certaines taches motrices. Ces populations
ciblées dérivent de diverses familles de progéniteurs (Ueno et al 2018) et semblent jouer un
réle dans des fonctions variées, allant de la modulation du rythme des CPGs (Gosgnach et al
2006), jusqu’aux taches de plus haute précision (Ueno et al 2018). Ces études apportent de
nouvelles informations sur le réle du CST et de ses cibles, mais il n’est toujours pas évident de
savoir quelle est la réelle contribution de ces cibles au mouvement. Bien qu’il semble qu’une
proportion des neurones V2a soit chargée de transmettre la commande motrice aux
motoneurones, puisque leur inhibition diminue la contraction musculaire évoquée par le
cortex, plusieurs autres populations pré-motrices ne jouent pas forcément un réle aussi
tranché, et pourraient jouer un réle de modulateur en fonction des ordres corticaux ainsi que
des retours sensoriels intégrés (Bourane et al 2015). En effet, certaines de ces populations
cibles du CST ont été impliquées dans des processus sensoriels, et semblent essentielles a la
bonne exécution du mouvement. Par exemple les neurones RORa (Bourane et al 2015), VOc
(Zagoraiou et al 2009) ou Zic2 (Paixao et al 2019) recoivent des informations sensorielles
périphériques et contactent les motoneurones. Leur réle n’est certainement pas de relayer
une commande motrice, mais plus probablement de moduler I’excitabilité des motoneurones
en fonction du contexte sensori-moteur encodé par leurs entrées (Miles et al 2007). L’ablation
de ces neurones donne aussi lieu a des baisses de performances dans certaines taches
locomotrices telles qu’une échelle penchée ou la traversée d’une tige fine. En outre, il existe
des neurones intégrant des signaux corticaux et sensoriels, sans lien direct avec les
motoneurones. Les neurones spinocérébelleux dorsaux par exemple, intégrent ce type
d’informations et projettent vers les circuits cérébelleux. lls sont donc soupconnés de faire
partie d’un circuit essentiel de convergence spinal entre la décharge motrice corollaire et les
retours proprioceptifs, résultant théoriquement en la suppression des réafférences (Hantman

& Jessell 2010).
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Bien que la stratégie d’étudier les cibles du CST ait permis d’en apprendre beaucoup
sur le role individuel des populations de neurones spinaux recevant la commande corticale, il
n’est toujours pas évident de savoir si les phénomeénes observés peuvent étre attribués
strictement a la voie CST. En effet, pour chaque facteur génétique étudié, seule une partie des
neurones exprimant ce facteur recoit des afférences du CST. Ainsi, lorsque c’est la population
dans son ensemble qui est inhibée (ou détruite), il n’est pas possible de faire la part entre le
role des interneurones effectivement cibles du CST et le reste de la population
d’interneurones partageant des facteurs génétiques identiques. De plus, le role des
différentes populations du CST (en fonction de leur origine et de leur cible) est toujours assez
méconnu, et sujet a des controverses. En effet, alors que beaucoup d’études s’accordaient a
dire que le CST ne joue un réle que dans la locomotion fine, de récentes études viennent
remettre ce principe en question. Il semble que, méme pour des conditions de locomotion
simple, la modulation de I'activité du CST originaire de la HLA, terminant sur des cibles
cervicales aurait un effet sur la vitesse de déplacement des souris, et qu’un tel changement
impacterait aussi le niveau d’exploration sur une tache d’open field (Karadimas et al 2019).
Ces controverses soulignent encore une fois I'évidence d’une ségrégation fonctionnelle des
différents neurones cortico-spinaux en fonction de leur origine et de leurs cibles et ainsi,

I'importance de I’étude de la voie cortico-spinale dans toute son étendue de fonction.
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Projet de these

Dans ce projet de thése nous avons voulu tenter d’en savoir plus sur les
caractéristiques des contrbles descendants cortico-spinaux. Nous avons décidé de nous
intéresser essentiellement a deux points majeurs du contréle sensori-moteur d’un
mouvement coordonné : 1) L’envoi de la commande motrice vers les motoneurones et 2) la
gestion en direct des informations sensorielles regues par le corps via I'’étude de la PAD. Ma
these s’est inscrite dans un objectif global qui est de comprendre comment le filtrage des
informations sensorielles s’articule autour de la commande motrice pour produire un

comportement moteur volontaire coordonné.

Nous avons contribué a cette thématique globales en répondant a 3 questions

majeures :

1. Quelle est la zone corticale d’origine de la commande motrice et de la PAD ?

2. Quelles sont les voies empruntées pour délivrer ces messages, et quelle est
I'importance relative du CST ?

3. Quelles sont les cibles spinales de ces deux types de commandes ?

Nous avons fait le choix de travailler sur des souris, car il existe des souches
transgéniques permettant de cibler précisément des populations de neurones et ainsi nous
offrir une spécificité d’étude que ne nous permettraient pas d’autres espéces aux
caractéristiques plus proches de 'homme. Je discuterai dans la suite de ce manuscrit des

différences rongeurs/primate et de la possibilité de généraliser les résultats.
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Matériels et Méthodes

1. Modeéles animaux

Cette étude a été réalisée dans le strict respect des lois nationales et internationales
de bien-étre des animaux de laboratoire et d'expérimentation et a été préalablement
approuvée par le Comité d'éthique de Strasbourg (CREMEAS; CEEA35; numéro
d'accord/protocole de référence: APAFIS #12982 - 2017122217349941 v3). Les souches
suivantes de souris (males et femelles adultes) ont été utilisées : Thyl::ChR2 (Cg-Tg(Thy1-
COP4/EYFP)18Gfng/), Jackson Laboratory), TdTomato-Flex (Gt(ROSA)26Sortmi4(cAc-
tdTomato)Hze /] )ackson Laboratory), ChAT::EGFP (von Engelhardt et al 2007), GAD65::GFP (Lopez-
Bendito et al 2004). Toutes les lignées a I’exception de la souche GAD65::GFP, ont été croisées
(sur 10 générations minimum) pour obtenir un fond CD1. Les GAD65::GFP étaient sur un fond
C57BI6/]). Les souris ont été hébergées au Chronobiotron (UMS3415, CNRS, Université de
Strasbourg) conformément a la convention européenne 2010/63/UE sur la protection des
animaux utilisés a des fins scientifiques. Pour toutes les chirurgies et enregistrements, les
souris anesthésiées ont été placées sur un coussin chauffant et maintenues a 36-37° et ont
recu un gel protecteur sur les yeux. A la suite des chirurgies avec réveil, les souris ont été
maintenues sous une lampe chauffante jusqu'a récupération puis soumises a une vigilance

guotidienne la semaine suivant I'opération.

2. Enregistrements électrophysiologiques

2.1.  Enregistrement EMG

Une anesthésie a la kétamine/xylazine a été choisie pour affecter de maniére minimale
le tonus musculaire. Apres I'anesthésie initiale (150 mg/kg de kétamine, Imalgene 1000 et 10
mg/kg de Xylazine, Rompun 20%), des doses complémentaires de Kétamine ont été
administrées lorsque I'animal montrait des signes d'éveil. Chaque dose supplémentaire était
précédée par une courte exposition a l'isoflurane 1 a 1,5%, pour ne pas risquer le réveil de
I’animal (Tennant et al 2011). Les EMGs ont été réalisés a |'aide d’électrodes concentriques

contenues dans des aiguilles (Myoline Xp). Ces électrodes ont été insérées a travers la peau
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dans le muscle tibialis anterior (TA) des animaux et une électrode de masse a été logée dans
la queue. Les réponses ont été recueillies a travers un amplificateur (IR183A, technologie
Cygnus) disposé en série avec un deuxieme amplificateur (Brownlee Precision, modéle 440).
Les traces ont été filtrées avec un filtre passe-bande de 0,1 Hz a 10 kHz, enregistrées avec le
logiciel Spike 2 (version 8.00, CED, Cambridge, UK), et analysées hors ligne avec Clampfit
(pCLAMP, version 10.7) et Python pour une analyse plus approfondie (WinPython 2.7.10,
Python Software Fundation). Les réponses EMG ont été enregistrées aprés photostimulation
corticale ou spinale (voir ci-dessous), et la réponse a 3 stimulations consécutives a été
moyennée pour analyse (Figure 16A). L'aire sous la courbe de la trace moyenne rectifiée (prise
en valeur absolue) a été calculée dans plusieurs fenétres de 30 ms : 3 fenétres d’estimation
du bruit débutant : 40 ms avant la stimulation (bruit 1, B), 140 ms et 170 ms apres la
stimulation (bruit 2 et 3) ; ainsi qu’une fenétre de mesure du signal (S) débutant 10 ms aprés
la stimulation (Figure 16B).

La réponse EMG a été présentée comme le rapport S/B. Dans les expériences de
lésions CST, tous les rapports S/B ont été exprimés sous forme de pourcentage du rapport S/B
contréle (moyenne de 3 réponses avant la Iésion). Le niveau de bruit (S/B de 1) a été exprimé

de maniére similaire en pourcentage du rapport S/B de contréle défini ci-dessus.

Afin de s’assurer que le signal S observé était bien significatif, des mesures de Z-scores
ont été réalisées. La moyenne et I'écart type (o) du bruit ont été mesurés a partir des 3 valeurs
de bruit (bruit 1, 2 et 3) obtenues a partir de chaque enregistrement EMG, et utilisés pour
calculer les Z-scores. Le Z-score de chaque réponse EMG a la stimulation a été calculé en

utilisant I'équation suivante:

Signal — Bruit moyen

Z — score = -
o bruit

Un Z-score de 1,96 ou 3 correspondant a un niveau de signification de 0,05 ou 0,001 a été
choisi pour distinguer les réponses significatives des réponses non significatives. Le choix du
seuil de significativité a été choisi en accord avec l'inspection visuelle des traces, pour s'assurer

gue les réponses EMG n'étaient pas simplement dues au bruit.
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A. Moyenne de 'EMG apres 3 stimulations corticales
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Figure 16. Analyse des EMG

A. Trace moyennée de 'EMG issue de 3 stimulations corticales successives. La zone bleue correspond
a la fenétre de photostimulation. B. Apercu de la trace A. rectifiée (valeur absolue de chaque point).
Les zones colorées correspondent aux fenétres de mesures. C. Valeurs des aires sous la courbe de
chaque fenétre de mesures. D. le ratio entre l'aire sous la courbe du signal de la fenétre rose (aprés
stimulation) sur celle du signal de la fenétre jaune (avant la stimulation) est interpolé pour construire
la heatmap dés lors que le z-score (formule dans le texte) est significatif.

S: Signal, B: Bruit 1
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Une étude qualitative des réponses EMG a été réalisée dans les expériences
comprenant des pyramidotomies (voir ci-aprés, section Pyramidotomie). Dans ces cas, |'aire
sous la courbe des signaux EMG moyennés a été mesurée sur des fenétres de 5ms. J’appellerai
I’évolution au cours du temps de ces aires/5ms, I’Aire Instantanée (Al). Pour chaque souris
Thy1::ChR2 les Als ont été calculées sur 4 fenétre de 200 ms: 3 situées avant la Iésion
(conditions controle) et 1 apres la lésion (Figure 17A). Pour chacune de ces souris, les Als
controles ont ensuite été moyennées (Figure 17B). Afin de mettre en évidence une potentielle
différence qualitative du profil de réponse entre les conditions précédant et suivant la lésion,
et d’extraire la composante cortico-spinale (composante CS) supprimée par la pyramidotomie,
nous avons, pour chaque souris, soustrait I’Al « Iésion » a I’Al des controles moyennés (Figure
17C). Enfin, afin de vérifier si cette composante CS, extraite des souris Thy1::ChR2, possédait
un profil similaire a celui des souris « ChR2 rétro », nous avons moyenné les composantes CS
des 4 souris Thy1::ChR2, afin de comparer la résultante a la moyenne des Als « ChR2 rétro »

(Figure 17D).

2.2.  Enregistrement DRP

Sous anesthésie a l'isofluorane (1,5-2%), la moelle épiniére des souris a été fixée avec
l'unité de moelle épiniere d'un cadre stéréotaxique (instruments Narishige). Une
laminectomie a été réalisée pour exposer la surface des segments lombaires de la moelle
épiniere (L3-L6). Une fois la dure-meére ouverte sur toute la partie exposée de la moelle, les
racines dorsales deviennent accessibles. A I'aide d’une pipette pasteur crochetée a la chaleur
et arrondie sur son bout pour la rendre non abrasive, les racines sont disséquées et isolées.
Avec des micro-ciseaux, une racine (entre L4 et L6) est délicatement séparée des autres,
coupée a quelques mm de la moelle, puis aspirée dans une pipette de verre. Un puits
d’agarose est alors créé sur la moelle épiniere exposée et rempli de NaCl 0,9%. Le NaCl du
puits est aspiré dans le capillaire et permet la conduction des signaux électriques. L’électrode
de référence constituée d’un fil d’argent fondu sur son extrémité est déposée sur la surface
de la moelle (Figure 18A). Les amplificateurs, filtres et logiciels utilisés étaient les mémes que
pour les enregistrements EMG. Les DRP mesurés en réponse a 30 photostimulations corticales

ou spinales successives (voir ci-dessous) ont été moyennés pour l'analyse. L'amplitude de la
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Figure 17. Analyse qualitative des signaux EMG

20 25 30
#Al

Représentation graphique de la méthode d'analyse quantitative des EMGs. A. Exemple représentatif
des Als (aire sous la courbe EMG mesurée avec un pas de 5ms) d'une souris Thy1::ChR2 dans les condi-
tion précédant la pyramidotomie (Als Ctrl, vert) et aprés celle-ci (Al Iésion). La stimulation a lieu a 50
ms, soit a I'index Al #10 B. Exemple représentatif des « Als Ctrl » moyennés et comparé a I’ « Al Iésion ».
C. Superposition des composantes CS (CCS), de chacune des souris Thy1:ChR2. D. Comparaison des

CCS moyennées avec les Als moyennées des souris « ChR2 rétro ».

Al : Aire instantanée, Ctrl : Condition contréle (avant Iésion), CCS : Composante Cortico-Spinale
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réponse entre son début et son pic a été mesurée en utilisant Clampfit 10.0. L'amplitude du

bruit a été mesurée de maniere similaire sur une fenétre de 50ms précédant la stimulation.

3. Photostimulation corticale

Une stimulation optogénétique du cortex a été réalisée sur des animaux anesthésiés lors

de I'enregistrement des EMGs ou des DRPs. Au niveau du cortex, une craniotomie d'environ 9

mm? a été réalisée sous stéréo-microscope du cdté controlatéral du site d'enregistrement
(Figure 19).

e La contraction musculaire, mesurée par EMG, a été évoquée par photostimulation

avec une fibre optique de 250 um (source laser 473 nm PSU-III-FDA) en utilisant le

protocole suivant: trains de 6 impulsions, durée 1 ms, intervalle 2 ms; 15 s minimum

entre chaque train.

e Les DRPs ont été obtenus par photostimulation avec une sonde de 105 um (source LED
460 nm, Prizmatix) en utilisant le protocole suivant: trains de 5 impulsions de 8 ms,

intervalle de 1 ms et 2 s entre chaque train.

Dans les deux cas, la sonde a été déplacée a la surface du cortex tous les 500 um de la
fenétre exposée. Des contours isopotentiels ont été tracés, en utilisant pour les EMGs le ratio
S/B et pour les DRPs I'amplitude du pic a chaque point de photostimulation dans le cortex,
grace a une interpolation linéaire sur un ensemble de X, Y, Z triple d'une matrice. Les valeurs
ont été normalisées par rapport aux plus grandes valeurs de chaque animal. Pour I'EMG, seuls
les rapports S/B supérieurs au seuil de significativité, c’est-a-dire dont le score Z était
supérieur a 3 (détaillés dans le tableau de données supplémentaires 1A) ont été pris en
compte pour l'analyse. Ensuite, les contours isopotentiels ont été superposés aux plans

métriques de la vue de dessus du cortex (Figure 16D. et Figure 18B. et C).
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Figure 18. Techniques d’enregistrement et analyse des DRPs

A. lllustration des conditions d'enregistrement des DRPs. Une fois la laminectomie effectuée sur les
souris anesthésiées, un puits d’agarose est coulé autour de la moelle afin de la garder constamment
immergée dans une solution physiologique de NaCl. Dans ces conditions, la dure-mére est ouverte sur
tout le segment exposé, et les racines dorsales deviennent accessibles une racine est coupée a environ
2mm de la moelle, puis aspirée dans un capilaire de verre contenant I'électrode d’enregistrement ainsi
que du NaCl. Lélectrode de référence est déposée sur la surface de la moelle. B. Le cortex ou la moelle
épiniére sont photo-stimulés (fenétre bleue) et les DRPs peuvent étres enregistrés. C. Lamplitude des
DRPs est ensuite mesurée et interpolée pour construire une heatmap.
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4. Photostimulation de la moelle épiniere

Une stimulation optogénétique de la moelle épiniére a été réalisée sur des souris
anesthésiées apres laminectomie, en utilisant une sonde de 1 mm (source LED) placée sur la
surface de la moelle épiniére lombaire, au-dessus du site d'injection (Figure 19). Les trains de
stimulation étaient ceux utilisés pour la stimulation corticale. Les enregistrements EMG et DRP
ont été effectués séquentiellement et nécessitaient donc d’alterner entre différents types
d'anesthésie: isoflurane, pour les chirurgies de craniotomies et laminectomies, puis
kétamine/xylazine, pour les enregistrements des EMGs, et enfin, un nouveau passage sous
isoflurane 1,5-2% pour les enregistrements des DRPs. Pour ce type photostimulation, les
enregistrements des DRP et EMG de 3 séries de photostimulation ont été moyennés. Seules

les souris remplissant ces critéres ont été conservées pour I'analyse:

Critere 1. Souris dans lesquelles a été détecté la présence de neurones
TdTomato*/EYFP* dans la zone spinale stimulée.

Critere 2. Parmi les souris sélectionnées par le critére 1 : souris pour lesquelles la
réponse n'est pas restreinte a la fenétre de stimulation (artefact photoélectrique

probable).

5. Pyramidotomie

Des pyramidotomies par lésion électrolytique du CST ont été réalisées dans des souris
Thy1::ChR2 et des souris ayant subi une injection du virus AAV rétrograde (nommées ci-apres
« ChR2 rétro »). Apres une premiéere fenétre ouverte au-dessus du cortex, une seconde
craniotomie est réalisée au-dessus de la décussation pyramidale (3.5 -4 mm caudal a Bregma).
La lésion a été réalisée a 6 mm de profondeur, avec des impulsions de 200 ms, a 30 mA, en
utilisant un stimulateur a courant continu (Digitimer Ltd thorug), et envoyées a travers une
électrode bipolaire en argent (Figure 20). A la fin de I'expérience, le cerveau est prélevé pour

vérifier la justesse de la Iésion par analyse histologique.
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Figure 19. Cartographie du cortex et photostimulations

A. Représentation de la fenétre corticale ouverte par craniotomie (zone non grisée), ainsi que la grille
(carrés bleus) de photostimulation. B. Les cartographies corticales ont été réalisées dans la configura-
tion a., alors que la configuration b. correspond aux photostimulations spinales. La fibre optique est
posée au contact du tissu, et les enregistrements d’'EMGs ou de DRPs peuvent étre effectués. Les EMGs
et DRPs ont été mesurés sur des souris différentes pour les cartographies, et successivement sur une
méme souris pour les photostimulations spinales.

S1: Cortex sensoriel 1, M1: Cortex moteur 1, M2: Cortex moteur 2, Cx:-DRP: DRP induit par stimulation
corticale, Cx-EMG : induit par stimulation corticale
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6. Injections corticales et spinales

Des injections stéréotaxiques corticales (1,5-2 mm latéralement, 0,5-1 mm
caudalement par rapport a Bregma, 0,5 mm de profondeur) ont été réalisées comme décrit
précédemment (Cetin et al 2007) sous anesthésie a l'isoflurane (2-3%). En bref, 90 a 270nL de
virus ont été injectés par pression manuelle a l'aide d'une seringue de 5 ml couplée a un
capillaire en verre calibré, sous contréle visuel. Les injections spinales ont été effectuées en
utilisant un protocole de pression manuelle similaire. Le segment L4 a été ciblé et localisé en
utilisant la derniere cote comme point de repére. Une fois la peau incisée, la moelle épiniéere
a été fixée avec 'unité de moelle épiniere d'un cadre stéréotaxique (instrument Kopf, modéle
986C). Ensuite, les muscles recouvrant localement le segment spinal ont été écartés et la dure-
mere a été ouverte sur quelques mm a l'aide d'une aiguille. La pipette a été insérée dans
I'espace exposé entre deux vertébres (T13-L1, correspondant au segment spinal L4). 0,45uL
de virus a été injecté 300 um latéralement a la ligne médiane (repérée grace au vaisseau
dorsal) et a 300-400 um de profondeur (mesuré a partir de la surface de la moelle).

Dans les deux cas, du Manitol 12,5% a été injecté i.p. (0,2 - 0,5 ml) apreés la chirurgie pour
améliorer la propagation du vecteur et améliorer la transduction (Burger et al 2005). Les
animaux ont été gardés 2 semaines pour les injections de « ChR2 rétro » et 5 semaines
minimum pour les injections doubles, avant de réaliser les enregistrements DRP et/ou EMG in

vivo ou les analyses histologiques.

7. Histologie

Les souris ont été perfusées de maniére transcardiaque avec du tampon phosphate « PB »
(mélange d’hydrogénophosphate de sodium et de dihydrogénophosphate de sodium) suivi de
4% de paraformaldéhyde (PFA) dilué dans du PB a 0,1 M. Lorsque I'analyse histologique été
précédée d’enregistrements électrophysiologiques, le cerveau et la moelle épiniére étaient
post-fixés pendant une nuit dans du PFA dilué a 4% dans du PB a 0,1M. Des coupes du cerveau
(coronales ou sagittales) et de la moelle épiniére (transversales ou sagittales) de 50 um ont

été réalisées sur un vibratome (Leica VT1000 S) et montées sur des lames grace a un milieu de
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Figure 20. Pyramidotomie

A. Une fois le crane exposé, une fenétre est ouverte au-dessus du cortex HLA et au-dessus de la partie
caudale du cervelet. La fibre optique est placée sur la fenétre corticale. Une fois les photostimulations
de controle effectuées, I'électrode de stimulation est insérée dans la fenétre caudale, jusqu'a la décussa-
tion. B. La stimulation électrique (détails dans le texte) est alors réalisée, et génére une lésion électroly-
tique dans la zone autour de la partie de I'électrode non isolée. L'électrode peut étre recouverte d’un
colorant type Dil afin de repérer la Iésion plus aisément lors de la vérification histologique.

HLA: Hindlimb Area
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montage simple (DAKO) ou supplémenté d’une coloration DAPI (Vectashield, laboratoires

Vector).

8. Virus

e Levirus AAV2/1-CBA-WGA-CRE-WPRE a été acheté a la plateforme d'outils moléculaires
du Centre de recherche CERVO (Québec, Canada) et a été utilisé a un titre de 8x10'?
vg/ml.

e Levirus AAV-Ef1a-DIO-ChETA-EYFP provient du laboratoire de Karl Deisseroth (Kravitz et
al 2010) (Addgene viral prep # 26968-AAV9; http://n2t.net/addgene:26968; RRID:
Addgene_26968) et a été utilisé a un titre de 1x10" vg/ml.

e Le virus AAV-CAG-hChR2-H134R-tdTomato provient du laboratoire de Karel Svoboda
(Mao et al 2011) (Addgene viral prep # 28017-AAVrg; http://n2t.net/addgene:28017;
RRID: Addgene_28017), et a été utilisé a un titre de 7x10*? vg/ml.

9. Analyse d'images

9.1. Site d’'injection

L’étendue du site d'injection cortical a été estimée en mesurant la fluorescence de la
protéine rapportrice (TdTomato) dans la couche V du cortex. L'intensité de la fluorescence a
été analysée comme décrit précédemment (Lorenzo et al 2008, Mesnage et al 2011) sur des
coupes de cerveau de 50 um, régulierement espacées (250 um) qui ont été imagées au
microscope (Axio Imager 2, Zeiss). En bref, la fonction «Plot Profile» du logiciel ImageJ (W.
Rasband, National Institutes of Health) a été utilisée pour mesurer l'intensité de la
fluorescence le long de I'axe horizontal d'un rectangle de 6000x250 um contenant la couche
V du cortex (Figure de données supplémentaires 1 de la section résultats). Ces valeurs ont été
normalisées par rapport a l'intensité la plus élevée pour chaque animal et utilisées pour tracer
une carte de densité pour chaque site d'injection. Les limites de la zone d'injection ont été
définies comme 30% de l'intensité maximale, correspondant a l'intensité approximative des

neurones individuels.
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9.2.  Distribution spatiale des neurones spinaux, cibles du CST

Des coupes de la moelle lombaire (50 um) ont été montées en série et imagées a l'aide
d'un microscope a épifluorescence Zeiss ou d'un microscope confocal Leica SP5 Il. Les images
ont été alignées manuellement avec Photoshop en utilisant le canal central et le cordon dorsal
comme points de repére. Chaque neurone marqué a ensuite recu des coordonnées
correspondant a sa distance au centre du canal central (X et Y) et a l'indice de la tranche qui
le contient (Z). Ces coordonnées ont été utilisées pour calculer le nombre de neurones
marqués tous les 100 um x 100 pum (pour X x Y) ou 200 um x 200 um (pour X x Z) afin de

construire des graphiques de densité.

10. Quantification et analyse statistique

Pour chaque test, la normalité et I'égalité des variances ont été vérifiées par SigmaPlot
(Version 13, Copyright © 2014 Systat Software, Inc) en utilisant les méthodes de Shapiro-Wilk
et Brown-Forsythe, avant d'appliquer les tests paramétriques. Toutes les données ont été
analysées a I'aide d'une ANOVA unidirectionnelle et les tests post-hoc n'ont été effectués que
si nous observions un effet statistiquement significatif. Les valeurs de P pour la comparaison
multiple ont été mesurées en utilisant la méthode de Holm-Sidak. Les barres d'erreur sur
toutes les figures représentent l'erreur standard de la moyenne. L’annotation « * »
correspond a P < 0,05 et I'annotation « NS » a une absence de significativité (c’est a dire P 2
0,05). La puissance des tests a été systématiquement vérifiée, pour s’assurer qu’elle était

supérieure a la puissance souhaitée de 0,80.
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Abstract (250)

It is generally assumed that the main function of the corticospinal tract (CST) is to convey
motor commands to bulbar or spinal motoneurons. Yet the CST has been shown to have other
functions (1), such as the modulation of sensory inputs (2, 3). Differential filtering of sensory
signals at their entry point in the spinal cord, through primary afferent depolarization (PAD),
has been hypothesized to ensure voluntary (including skilled) movements execution (4-6).
Here we demonstrate that motor and PAD commands, in mice, follow segregated paths within
the CST. By sequentially investigating different stages of corticofugal pathways, we show that
the cortex induces PAD in lumbar sensory afferents exclusively through the CST and a
population of lumbar interneurons located in the deep dorsal horn. In contrast, the cortex
largely conveys the motor command via supraspinal motor centers, although it can also be
encoded by the CST. In this latter case, our results suggest that the motor command reaches
the hindlimb motoneurons through a relay in the upper spinal cord. At lumbar level, the main
role of the CST is thus the modulation of sensory inputs, which is an essential component of

the selective tuning of sensory feedback to ensure well-coordinated and skilled movement.
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Text

Introduction

A coordinated movement relies not only on a proper motor command, but also on the online
analysis of a constant multi-sensory feedback indicating whether the movement has reached
the planned objective or requires correction (6-8). To optimize the analysis of the
overwhelming quantity of reafferent information, the irrelevant (because expected) or
redundant sensory inputs can be inhibited whether at their entry point or further up along the
sensory pathway, a phenomenon known as “sensory gating”(9). The cortex has the ability to
inhibit the entry of sensory information in the central nervous system, at the level of the spinal
cord, through primary afferent depolarization (PAD). This could be one of the underlying
mechanisms of sensory gating. PAD can be evoked by the sensorimotor cortex in primates
(10), cats (11-13) and rats (14). Interestingly, recent studies in mice have shown that both
proprioceptive feedbacks and their presynaptic inhibition are essential for performing smooth
movements in mice (6, 7). Altogether, these data indicate the involvement of the cortex in
coordinated movements by driving the motoneurons as well as inhibiting the sensory afferent
fibers via PAD. In this study we contribute to the elucidation of the neuronal pathways

underlying these two functions.

Whether for controlling motoneurons or modulating sensory information, the cortex needs to
interact with the spinal cord, and the corticospinal tract (CST) represents the most direct
pathway to do so. Its involvement in motor control is long acknowledged, although its precise
contribution might vary depending on the motor task (locomotion vs. skilled movement) or
target limb (forelimb vs. hindlimb) (15-17). The CST has also been shown to be involved in
cortically-evoked PAD in cats, as stimulation of this tract (at the level of the pyramids) evokes
PAD, while pyramidotomy abolishes it (18). But dissecting the specific role of the CST has
proved difficult because of the lack of proper tools to target it by exclusion of other

functionally or anatomically overlapping paths.

Importantly, none of the CST functions can rely exclusively on direct CST contacts onto
motoneurons (MN) as these represent the exception rather than the rule. Indeed,
monosynaptic CST-MN contacts are present (in adults) only in some higher primates, while

CST-interneuronal connections are preponderant across species (rodents and primates) (3, 19,
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20). In the recent years, genetic factors have enabled the identification of several
interneuronal populations, and of their inputs, including those from the cortex (3, 21-23). In
these populations, up to 65% of the neurons receive CST inputs (3), but there is always a
fraction of neurons that is not targeted by the CST. While manipulating these populations has
been extremely informative to better understand their role, it remains unclear whether the
observed functions can be specifically attributed to the targets of the CST or more generally
to the complete population sharing identical genetic markers. Therefore, it is still difficult to

assess the specific role of the targets of the CST in movements.

In this study, we have investigated the corticofugal paths conveying motor command and
modulation of sensory inputs through PAD. We have in particular interrogated the
contribution of the CST and of its direct lumbar targets through the development of an
innovative intersectional viral strategy. We show that PAD in lumbar primary afferents is
conveyed exclusively by the CST through a population of lumbar interneurons. In contrast, our
results suggest that motor command to the hindlimbs is relayed either through supraspinal
motor centers, or through the CST with a propriospinal relay in the upper cord. The role of the
lumbar CST thus appears to be mainly the modulation of sensory inputs, which in turn

selectively increases sensory gain and enhances motor output during movement.

Results

PAD and muscular contractions originates from the same cortical area

The rodent sensorimotor cortex has a highly somatotopic organization(24). Mainly studied in
a motor perspective, it has been repeatedly mapped for its ability to provoke motor
contraction (24, 25), but never yet in the mouse with regard to its ability to induce PAD. This
cortically-evoked PAD inhibits the transmission of sensory information from primary afferents
to the central nervous system and can be experimentally assessed by recording cortically-
evoked dorsal root potentials (DRPs, Fig. 1A). We thus recorded DRPs in vivo in lumbar roots
L4-L6 (conveying hindlimb sensory inputs) of Thy1::ChR2 mice, expressing channelrhodopsin2

in layer V cortical neurons(26), and mapped the cortical area eliciting DRPs and muscle
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contractions in the hindlimb (Fig. 1A,B). Using photostimulations at the surface of the cortex,
we identified the area inducing the largest DRPs (center: AP=-0.75 mm, L=1.5 mm; Fig. 1C, n=7
mice) and the largest electromyographic (EMG) signal in the tibialis anterior (center: AP=-0.75
mm, L=1.75mm, n=5 mice; Fig. 1C). Interestingly, these two zones essentially overlap,
demonstrating for the first time in rodents that cortically-evoked PAD and motor command of

the hindlimb originate from the same cortical area.

Spinal targets of the CST

We next investigated the spinal circuit underlying cortically-evoked DRPs. DRPs can be
segmentally-evoked, by the activation of a neighboring root; this dampens sensory inputs
through GABA-dependent primary-afferent depolarization (27) although other mechanisms
involving cholinergic pathways have also been described (28). In addition, GABAergic
terminals presynaptic to proprioceptive fibers have been shown to arise from GADG65
interneurons (29, 30) and their activation produces DRPs (6). We thus investigated whether
the CST directly targets GAD65-expressing spinal lumbar neurons that could in turn inhibit
primary afferents. In TdTomato-flex mice crossed with GAD65::GFP mice, we infected cortical
neurons located in the area inducing hindlimb DRPs and EMG (Extended data Fig.1) with a viral
monosynaptic anterograde transynaptic tool (AAV1-CBA::WGA-Cre) encoding the Cre-
recombinase fused to the wheat germ agglutinin (WGA) (31). The fusion with WGA provides
transynaptic properties to Cre, which is then transferred to cortical monosynaptic targets
where it unlocks the expression of TdTomato (see Methods, Extended data Fig. 2). We
evaluated the proportion of GAD65+ neurons among the spinal targets of the CST revealed by
Td-Tomato expression (Fig. 1D-E): 16.4+3.2% of spinal Td-Tomato+ neurons were
GADG65::GFP+ (n=3 mice), suggesting that the cortically-evoked DRP could be mediated by the
activation of GAD65 interneurons within a circuit involving a single spinal player. By
performing a similar experiment in ChAT::EGFP mice, only 2.2+1.8% of the targets of the CST
were ChAT::EGFP positive (n=4 mice), excluding a direct contribution of a cholinergic

mechanism (extended data Fig. 3).

Segregation of pathways for cortically-evoked DRPs and motor command

Although DRPs and motor commands are elicited by the same area in the mouse sensorimotor

cortex, whether they share the same corticofugal pathway and spinal circuits remains to be
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elucidated. We first interrogated the contribution of indirect cortical-to-spinal pathways to
these two functions (Fig. 2). As broad photostimulation of the cerebral cortex in Thy1::ChR2
activates a variety of layer V cortical neurons(26); we selectively lesioned the direct CST (Fig.
2B) using an electrolytic lesion at the level of the pyramidal decussation (pyramidotomy)
(Extended Data Fig.4A, C). This protocol spares potential CST collaterals targeting the
brainstem motor nuclei, that are branching more rostraly (32, 33) as well as rubrospinal or
reticulospinal tracts that can be activated by direct corticorubral or corticoreticular neurons
(Fig. 2B). Cortically evoked DRPs were completely abolished by this pyramidotomy (DRP
amplitude 3.8 BVt 0.32 BV before, 0.30 BEV+ 0.12mRV after, n=3 mice, p=0.006), whereas
cortically-evoked EMGs were hardly affected (S/N Ratio 3.3+ 0.61 before, 2.2 + 0.1 after, n=4
mice, p=0.517, all Z-Scores above significance after lesion, Extended Data table 1B) (Fig. 2C-
D). This demonstrates that indirect cortical-to-spinal pathways (involving supraspinal motor
centers) do not encode cortically-evoked DRPs but have a prominent role for cortically-evoked
motor contraction of the hindlimb. Our results show that, in rodents, the CST mediates

cortically-evoked DRPs and hence modulates sensory inputs in a presynaptic manner.

Although the contribution of the rubrospinal or reticulospinal tracts to motor command is well
acknowledged in both rodents and primates, the CST is also believed to encode motor drive
(16). This could have been underrated by simultaneous stimulation of the indirect cortical-to-
spinal pathways in Thy1::ChR2 mice. We thus directly interrogated the contribution of the CST
to motor contraction by targeting exclusively these neurons through injection of a ChR2-
encoding retrograde AAV in the lumbar spinal cord (Fig. 3A). As expected, the infected
corticospinal neurons were located in the area delimited by the previous functional mapping
of hindlimb muscle contraction and DRP (Fig. 3B-C). Their specific photostimulation (at the
cortical level) induced a robust EMG signal (S/N Ratio 1.65+0.14, n=4 mice, Fig. 3E, upper),
demonstrating that CS neurons had indeed the ability to encode motor contraction. Because
some CS neurons are known to send collaterals to supraspinal regions involved in motor
command(33), we next addressed whether the recorded motor command traveled through
the direct cortical-to-spinal branch of CS neurons or via supraspinal relays. A caudal
pyramidotomy (Extended Data Fig.4C) completely abolished the EMG signal evoked by
cortically activating CS neurons (S/N Ratio 0.9+0.12; n=3 mice, p=0.013; all Z scores below

significance after pyramidotomy, extended Data table 1C) (Fig. 3D-E). This demonstrates that,
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while the CST may have supraspinal collaterals, these do not encode motor output. Rather, it
is through their direct spinal branch that CS neurons are able to drive motor command,
although their contribution does not appear quantitatively significant when other cortical

neurons are simultaneously activated.
Spinal targets of the CST evoke DRPs but not muscular contraction

Because both the DRPs and motor command of a given limb are encoded by the same
sensorimotor cortical area and can be relayed directly by corticospinal tract, we next
interrogated how these functions are segregated at the spinal level. CS neurons projecting to
the lumbar spinal cord can have collaterals at the cervico-thoracic level(15, 34). There, they
can contact cervical propriospinal neurons (35, 36) that in turn project to lumbar motoneurons
to relay motor command (35) and are believed to be involved in the coordination of segments
(37-40). In order to test specifically the contribution of the lumbar branch of CS neurons,
without risking antidromic stimulation of rostral collaterals, we combined the transynaptic
tool presented above with an intersectional approach at the lumbar level. We first identified
the lumbar area containing the targets of the CST, after cortical injection of AAV1-CBA::WGA-
Cre in TdTomato-flex mice (Fig. 4A): they were concentrated in spinal lumbar segments L2-L3,
rostral to the large pools of motoneurons, in the contralateral deep dorsal horn (laminae IV to
VII) (Fig. 4B). They were mostly located in the medial zone, lateral to the dorsal funiculus,
where the CST fibers penetrate the grey matter. We thus combined the cortical injection of
AAV1-CBA::WGA-Cre with the injection of an AAV encoding for a Cre-dependent form of
ChETA (a ChR2 variant(41)) in the lumbar segment L3, in the medial third of the dorsal horn
(Fig. 4C). In this way, we restricted the expression of ChETA to the lumbar targets of the CST
(Fig. 4C, D). Photostimulation of these neurons through the spinal surface induced DRPs in the
ipsilateral lumbar root of 8 out of 9 mice (2.93 + 0.48 uV, n=8 mice, Fig. 4E-G), demonstrating
DRPs can be directly controlled by the CST projecting to the lumbar cord through the targeted
interneurons. However, photoactivation of these same lumbar CS-postsynaptic neurons did
not elicit any movement of the hindlimb or muscle contraction as attested by flat EMG
recordings (S/N Ratio 1.0+0.02; n=7 mice, Z-Scores below significance, extended Data table
1D) (Fig. 4E-G), suggesting that CST-evoked motor command is mediated by a spinal circuit
located at another spinal level. Cortically-evoked DRPs and EMGs thus follow a similar

corticofugal pathway that then segregates at the spinal level.
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Discussion

In this study, we have evaluated the contribution of the CST to the cortical control of
movements, either through its ability to convey the motor contraction command or to control
sensory inputs. Several brain and spinal structures have been shown to be involved in the
generation and control of movement, depending on the exact motor task under consideration.
The cortex is classically associated to forelimb skilled movements (17, 42-44) and to complex
locomotor tasks (obstacles crossing, leaning scale or beam, etc.) (16, 45-47) while its role in
gross locomotion appears, if anything, minor (46, 47). Here, we have explored the ability of
the cortex to induce a motor contraction of the hindlimb (tibialis anterior), and to modulate
sensory inputs incoming from the hindlimb (DRP in lumbar sensory roots), two functions that

could contribute to the ability of the cortex to control movement.
Hindlimb sensorimotor cortex

We have first identified the zone of the cortex involved in these two functions trough
functional and anatomical means. The cortical area where our photostimulation induces
hindlimb contraction is similar to that previously reported from functional studies in mice, and
defined by these authors as motor cortex (24, 25). This same cortical area (centered around
1mm caudal and 1,5mm lateral to bregma) is partly labelled as primary somatosensory cortex
in some atlases and studies (15, 48, 49). We thus use the conservative term “hindlimb
sensorimotor cortex”. Interestingly, our functional experiments to map the cortical area
inducing PAD resulted in the exact same area. This overlap might be a specificity of the
“hindlimb area” of the cortex (HLA), and may not generalize to the “forelimb areas” (RFA and
CFA). Indeed, the CS neurons from the forelimb areas are known to be spatially segregated
(forming clusters projecting either to the dorsal or to the intermediate-ventral cervical cord),
while those from the HLA are largely intermingled (50). In addition, our results demonstrate
that the same cortical area is labelled after retrograde tracing from the lumbar cord (Fig. 3C)
excluding the existence of another pool of cortico-lumbar neurons beside those identified by

the functional mapping of the cortex.
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Motor command

Our study concludes that a large fraction of the cortical motor command to the hindlimb is
conveyed through indirect pathways. These could involve the reticular formation or the red
nucleus, structures that are known to receive cortical innervation, to project directly or
indirectly onto spinal motoneurons, and to control different parameters of movements (51-
53). Our recordings also confirm that the cortex conveys a motor command to the hindlimb
through the direct corticospinal pathway, however direct stimulation of the CS lumbar targets
fails to produce motor contraction. This is consistent with a recent study that demonstrated
that the cortical motor command to the hindlimb can be mediated by corticospinal neurons
projecting to the cervical cord, and then relayed by cervical-to-lumbar propriospinal neurons
(15). Although we selectively study CS projecting at least to the lumbar cord (through lumbar
retrograde infection), many CS neurons are known to have collaterals at different spinal
segments (34): their photostimulation at the cortex level could thus activate cervical pathways

in addition to lumbar ones.

We cannot exclude the possibility that some lumbar targets of the CST contribute to conveying
the cortical motor command to the hindlimb, but that they are not sufficiently labeled through
our transynaptic approach. The efficiency of WGA-Cre transynaptic tracing is indeed known to
be sometimes target specific (31), and the number of labelled neurons in the spinal cord
suggest that not all targets are labeled. However, this would still implicate that these neurons
are distinct from the ones implicated in the generation of a DRP, and that these two functions
use segregated pathways. Another technical caveat could be that the photostimulation using
an optic fiber positioned at the surface of the cord is insufficient to induce activation of the
CS-postsynaptic neurons involved in motor command. This seems unlikely as we have
recorded local field potentials as deep as 1000 um in the spinal cord after surface illumination
(data not shown). While these technical issues cannot be excluded, the recent report by
Karadimas and collaborators (15) strongly support to the hypothesis that the motor cortical

command conveyed by the CST uses a relay in another spinal segment.
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Sensory control

Beyond inducing hindlimb muscle contraction, we have characterized the ability of the cortex
to induce dorsal root potentials. DRPs are a measure of the primary afferent depolarization
(PAD), a phenomenon initially described after stimulation of a neighboring afferent fiber
(segmental PAD) (14). Segmental PAD is believed to be mediated by GABAergic receptors
whose activation induces a depolarization (due to a high chloride content of primary afferents)
that reduces the amplitude of incoming action potentials and thus inhibits synaptic
transmission (54, 55). It has been proposed that the presynaptic GABAergic, last order neuron
that could be located in laminae V-VI, is under the control of a first order excitatory
interneuron, that could receive peripheral and descending (including cortical) inputs (27, 56).
The vast majority of last-order GABAergic neurons express GAD65 (found in 90% of axo-axonic
synapses onto primary afferent terminals contacting motoneurons) (29). The targets of the
CST identified by our transynaptic labeling are indeed predominantly located in laminae IV-VI,
and include a small population of GAD65-expressing neurons. Although this is no proof that
these GAD65-expressing targets of the CST neurons are involved in Cx-evoked DRP, they
represent a potential substrate for this effect that would thus not require a spinal first order

excitatory interneuron.

The control of incoming sensory information through PAD plays an important role in the
generation of coordinated movements and processing of sensory information, including
nociceptive information (57). GADG65-expressing neurons are essential for smoothed
movements (6), but whether they require peripheral or cortical information to do so is yet
unknown. Similarly, recordings in primates demonstrated that sensory information is inhibited
in a modality- and phase-dependent manner during voluntary movements (5, 9, 58) suggesting
that this inhibition is somehow related to the motor command, but the exact underlying
mechanism remains to be elucidated. Here, we demonstrate that CS neurons from the same
sensorimotor cortex area (but not necessarily a single population) are able to relay both motor

command and sensory modulation to hindlimb, but through segregated pathways.
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Conclusion

Altogether, our results demonstrate a segregation of pathways involved in cortically-evoked
sensory modulation vs. motor control. The direct corticospinal tract is able to induce motor
contraction, independently of its supraspinal collaterals, through spinal targets possibly
located at the cervico-thoracic level. However, we show that motor command mainly involves
non-CST pathways, most likely cortico-rubral, or -reticular ones. On the other hand, the major
and essential role of the lumbar rodent CST appears to be hindlimb sensory gain at the primary
afferent level, through a population of lumbar CS-postsynaptic neurons whose activation is
sufficient to produce DRPs. While the CST has long been known to have different functions
and to have progressively evolved towards an essentially fine motor tract (1), we here show
that its prominent role in the rodent lumbar cord is modulation of sensory inputs. This
suggests that sensory modulation by the CST has not evolved secondary to motor control, but
rather precedes motor control in the evolution of the CST. This paradigm shift also forces re-
interpretation of previous studies aiming at promoting CST function in a therapeutic
perspective, whether in mouse models of spinal injury or neurodegenerative diseases such as
amyotrophic lateral sclerosis. While most of these studies have exclusively considered motor
command aspects, our results provide a new perspective to analyze these efforts by taking

into account the primary role of rodent lumbar CST, i.e. sensory modulation.
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MATERIALS AND METHODS

Animal models. This study was carried out in strict accordance with the national and
international laws for laboratory animal welfare and experimentation and was approved in
advance by the Ethics Committee of Strasbourg (CREMEAS; CEEA35; agreement
number/reference protocol: APAFIS#

12982 - 2017122217349941 v3). The following mice strains were used (adult males and
females): Thy1::ChR2 (Cg-Tg(Thy1-COP4/EYFP)18Gfng/J, Jackson Laboratory), TdTomato-Flex
(Gt(ROSA)26Sortm14(cAG-tdTomato)lize /) | Jackson Laboratory), ChAT::EGFP(59), GAD65::GFP(60). All
lines except GAD65::GFP were back-crossed (at least 10 generations) on a CD1 background.
GADG65::GFP were on a C57BI6/) background. The mice were housed in the Chronobiotron
facility (UMS3415, CNRS, University of Strasbourg) in accordance with the European

convention 2010/63/EU on the protection of animals used for scientific purposes.

Electrophysiological recordings.

EMG recording: Ketamine/Xylazine anesthesia was chosen to minimally affect muscular tone.
After the initial anesthesia (150 mg/kg of ketamine, Imalgene 1000 and 10 mg/kg of Xylazine,
Rompun 20%), complementary doses of Ketamine were given when the animal was showing
signs of awakening (additional doses bridged by short exposure to Isoflurane 1-1.5%)(61).
Concentric EMG needle electrodes (Myoline Xp) were inserted in the tibialis anterior muscle
of the animals and a ground electrode was inserted in the tail. Responses were collected with
a recording amplifier (IR183A, Cygnus technology) in series with a second amplifier (Brownlee
Precision, model440). The traces were filtered with a bandwidth of 0.1 Hz—10 kHz, recorded
with Spike 2 software (version 8.00, CED, Cambridge, UK), and analyzed off line with Clampfit
(pCLAMP, version 10.7) and home-made python routines (WinPython 2.7.10, Python Software
Fundation). EMG responses were recorded after cortical or spinal photostimulation (see
below), and the response to 3 consecutive stimulations was averaged for analysis. The area
under the curve of the rectified average trace was calculated in a window of 30ms, either 40
ms before (baseline noise, N) or 10 ms after (signal, S) the onset of the stimulation. The EMG
response was presented as the S/N ratio. In CST lesion experiments, all S/N ratios were
expressed as a % of the control S/N (average of 3 responses before the lesion). The noise level

(S/N of 1) was similarly expressed as a % of the above defined control S/N.
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DRP recording: Under isofluorane (1.5-2%) anesthesia, the mice spinal cord was fixed with the
spinal cord unit of a stereotaxic frame (Narishige instruments). A laminectomy was performed
to expose the surface of lumbar L3-L6 spinal cord segments. A dorsal root (L4-L6) was
dissected, cut before the DRG, and suctioned with a glass pipet. An agar pool was created on
the exposed spinal cord, and filled with NaCl 0.9%. The amplifiers/filters/software used were
the same as for the EMG recordings. DRPs in response to 60 successive cortical or spinal
photostimulations (see below) were averaged for analysis. The amplitude of the response
from the onset to the peak was measured using Clampfit 10.0. The amplitude of the noise was
similarly measured on a window preceding photostimulation. For spinal photostimulation,

DRPs and EMGs recordings of 3 series of photostimulation were averaged.

Cortical photostimulation. Optogenetic stimulation of the cortex was performed on
anesthetized animals while recording EMG or DRP. For the cortex, a craniotomy of
approximately 9mm? was performed under stereo microscope on the contralateral side from
the recording site. Muscle contraction, measured by EMG, was evoked by photostimulation
with a 250 um-probe (473 nm laser source PSU-III-FDA) using the following protocol: trains of
6 pulses, 1 ms duration, 2 ms interval; 15 s minimum between each train. DRPs were elicited
by photostimulation with a 105 um-probe (460 nm LED source, Prizmatix) using the following
protocol: trains of 5 pulses of 8 ms, 1 ms interval and 2 s between each train. In both cases,
the probe was moved at the surface of the cortex along a 500 pm-spaced grid. Isopotential
contour plots were created, using for EMGs the S/N and for DRPs the peak amplitude (both
normalized to the largest values in each animal) at each photostimulation point in the cortex,
using a linear interpolation on a set of X, Y, Z triples of a matrix. For EMG, only S/N ratio above
significance (Z-Score>3, Extended Data table 1A) were considered for the analysis. Then the
isopotentials contours were superimposed on the metric planes of the top view of the

cortex(48).

Spinal cord photostimulation. Optogenetic stimulation of the spinal cord was performed on
anesthetized mice after laminectomy (described above for DRPs recordings), using a 1 mm
probe (LED source) placed on the surface of the lumbar spinal cord (on top of the injection
site). The stimulation trains were those used for cortical stimulation. EMG and DRP recordings

were sequentially performed and required to alternate between different types of anesthesia:
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isoflurane (craniotomy and laminectomy surgery), ketamine/xylazine (EMG recording),
isoflurane 1.5-2 % (DRPs recordings). Only the mice filling the two following criteria were kept
for analysis: (i) TdTomato*/EYFP* neurons were found in the stimulated area; (ii) the response

was not limited to the stimulation window (probable photoelectric artefact).

Pyramidotomy. Electrolytic lesion of the CST was performed in a subset of THY1::ChR2 and
ChR2 retrogradely labeled mice, with 200 ms pulses, 30 mA using a constant current
stimulator (Digitimer Ltd thorug) through a silver bipolar electrode inserted in the pyramidal
decussation (3.5-4 mm caudal to Bregma, 6 mm deep). The brain was removed for histological

analysis at the end of the experiment.

Cortical and spinal injections.

Brain injections (1.5-2 mm lateral, 0.5-1 mm caudal to Bregma, 0.5 mm deep) were
performed as previously described(62) under isoflurane anesthesia (2—3%). Briefly, 90 to 270
nL of virus was injected by manual pressure using a 5 mL syringe coupled to a calibrated glass
capillary, under visual control. Spinal injections were performed using a similar manual
pressure protocol. The pipette was inserted in the exposed space between two vertebrae
(T13-L1, corresponding to spinal L4), as previously described(63). 0.45 uL of virus was injected
300 pm lateral to the midline and 300-400 pum deep. In both cases, Manitol 12.5% was injected
i.p. (0.2 — 0.5 ml) after the surgery to enhance vector spread and improve transduction(64)
The animals were kept 2 weeks for the retroAAV injections and a minimum 5 weeks for dual

injections before in vivo DRPs and/or EMGs recordings or histological analysis.

Virus. AAV2/1-CBA-WGA-CRE-WPRE was purchased at the molecular tools platform at the
Centre de recherche CERVO (Québec, Canada), and was used at a titer of 8x10'? vg/ml. AAV-
Ef1a-DIO ChETA-EYFP was a gift from Karl Deisseroth(41) (Addgene viral prep # 26968-AAV9;
http://n2t.net/addgene:26968 ; RRID:Addgene_26968) and was used at a titer of 1x10™
vg/mL. AAV-CAG-hChR2-H134R-tdTomato was a gift from Karel Svoboda(65) (Addgene viral
prep # 28017-AAVrg; http://n2t.net/addgene:28017 ; RRID:Addgene_28017), and was used at

a titer of 7x10%? vg/mL.
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Histology

Mice were transcardially perfused with PB followed by 4% paraformaldehyde (PFA) in PB
0.1M, or, if histological analysis followed electrophysiological recordings, the brain and spinal
cord were post-fixed overnight in PFA 4% in PB 0.1M. Serial 50 um brain (coronal or sagittal)
and spinal (transverse or sagittal) sections were performed on a vibratome (Leica VT1000 S)

and mounted using a DAPI staining mounting medium (Vectashield, Vector laboratories).

Image analysis. The extent of the cortical injection site was estimated by measuring the
spread of reporter protein fluorescence (TdTomato) in the layer V of the cortex. The intensity
of fluorescence was analyzed as previously described(66, 67) on evenly spaced (250 um apart)
transverse brain sections imaged with a microscope (Axio Imager 2, Zeiss). Briefly, the “Plot
Profile” function of Imagel software (W. Rasband, National Institutes of Health) was used to
measure the intensity of fluorescence along the horizontal axis of a 6000x250 um rectangle
containing the layer V of the cortex (Extended data Fig. 1). These values were normalized to
the highest intensity for each animal, and used to plot a density map of each injection site.
The contour of the injection area was defined as 30% of the maximal intensity, corresponding
to the approximate intensity of individual neurons.

Spatial distribution of corticospinal post-synaptic neurons: Spinal lumbar sections (50um) were
mounted serially and imaged using a Zeiss epifluorescence microscope or a Leica SP5 Il
confocal microscope. Images were aligned manually with Photoshop using the central canal
and the dorsal funiculus as landmarks. Each labeled neuron was assigned coordinates
corresponding to its distance to the center of the central canal (X and Y) and the index of the
slice containing it (Z). This was used to calculate the number of labeled neurons every 100 um

x 100 um bins (XxY) (or 200 um x200 um X x Z) in order to build density plots.

Quantification and statistical analysis. The mean and standard deviation of the Noise were
measured from the 3 Noise values obtained from each EMG recording, and used to calculate
the Z-scores. The Z-score of each EMG response to the stimulation was calculated using the

following equation:

Signal- mean Noise

Z-score = — -
standard deviation of Noise
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A Z-score of 1.96 or 3 corresponding to a significance level of 0.05 or 0.001 was chosen to
discriminate significant responses from non-significant ones. The conservative choice of
threshold was chosen in agreement with visual inspection of the traces, to ensure that any
EMG responses was not simply due to noise. For each tests, the normality and variance
equality were verified by SigmaPlot (Version 13, Copyright © 2014 Systat Softwara, Inc) using
Shapiro-Wilk and Brown-Forsythe’s methods, before we applied the parametric tests. All the
data were analyzed using a one-way ANOVA and a post-hoc test was performed only if an
effect showed statistical significance. The P-values for multiple comparison were measured
using Holm-Sidak’s method. Error bars in all Figures represent mean * s.e.m., *P < 0.05, NS,
no statistical significance (P > 0. 05). The power of the tests was systematically attested to be

above the desired power of 0.80.
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Figure 1. The same cortical area evokes dorsal root potentials and muscular contractions of

the hindlimbs.

A. Schematic experimental design for cortically-evoked (Cx-) DRP and EMG recordings
elicited by photostimulation of the contralateral sensorimotor cortex of Thyl::ChR2
mice. DRPs correspond to the presynaptic depolarization of primary afferents
propagating antidromically to the suction recording electrode containing a lumbar

dorsal root, while EMGs are recorded in the tibialis anterior muscle.

B. Representative traces of a cortically-evoked DRP (top red trace, average of 30 sweeps)
and EMG (bottom blue trace, average of 3 sweeps) after photostimulation (blue

window) of the contralateral cortex.

C. Left, Heatmaps of the amplitude of the responses of cortically-evoked DRPs (top) and
EMGs (bottom) in % or the maximum response. Right, Overlap of the two maps (red:
DRP, blue: EMG) presented as isopotential contour plots (three color grades
corresponding to 37%, 50% and 63% of maximum value). Coordinates of the cortex are
expressed in mm and centered on Bregma. M1: primary motor cortex, M2: secondary

motor cortex, and S1: primary sensory cortex, according to the Paxinos atlas (48).
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D. Schematic experimental design to identify GAD65-expressing neurons amongst
corticospinal neurons targets: AAV1-CBA-WGA-CRE was injected in the sensorimotor

cortex of TdTomato-flex X GAD65::GFP mice.

E. Photomicrographs (z projection of confocal images) of a GAD65::GFP mouse lumbar
dorsal horn (localization of the view indicated in the inset) after transynaptic labeling
from the hindlimb sensorimotor contralateral cortex. A target of the CST (expressing
TdTomato after transynaptic transfer of WGA-Cre) also expresses GAD65::GFP. CST:

corticospinal tract.
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Figure 2. The corticospinal tract is essential for cortically-evoked inhibition of primary

afferents.

A. Left, diagram showing direct and indirect cortical-to-spinal paths. In green: paths

potentially activated by photostimulation in the cortex of Thyl::ChR2 mice. Right,
experimental design.

Left, drawing showing the extent of the pyramidal lesion (in grey, pyx) in the frontal
plane (distance to Bregma indicated) in two animals whose recordings are respectively
illustrated in C and D. Right, diagram showing the indirect cortical-to-spinal paths
spared by the pyramidotomy.

Left, Representative traces of cortically-evoked DRPs recording before (red) and after
(grey) CST lesion (average of 30 traces). Right, the pyramidotomy abolishes cortically-
evoked DRPs (p= 0.006, one-way ANOVA, n= 3 mice). Post-hoc test Holm-Sidak, *P <
0.05

. Left, Representative traces of cortically-evoked EMG recording before (blue) and after

(grey) pyramidal lesion (average of 3 traces). Right, There is no significant change in
the S/N ratio of the EMG response before and after the pyramidal lesion (p=0.517,

one-way ANOVA, n= 4 mice). Grey zone: noise level (see Methods).
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Figure 3. The corticospinal tract can encode muscular contractions.

A. Left, diagram illustrating corticospinal neurons and their collaterals expressing ChR2
after retrograde infection in the lumbar cord with a retroAAV. Right, experimental
design: the photostimulation and EMG recording session took place at least 3 weeks
after the infection.

B. Sagittal image from the sensorimotor cortex (Lateral= 0.68 mm), showing retrogradely
labeled corticospinal neurons (expressing ChR2-TdTomato fluorescence).

C. Drawing of a cortex top view, showing the localization of retrogradely labeled
corticospinal neurons in the 5 animals (solid lines). They are within the area
functionally determined as inducing DRPs and EMGs in the hindlimb (dashed lines).

D. Left, drawing showing the extent of the pyramidal lesion in the animal whose
recordings are illustrated in E. Right, diagram showing the supraspinal collaterals of
ChR2-expressing CS neurons spared by the pyramidotomy.

E. Left, cortically evoked EMG recordings before (blue) and after (grey) the pyramidal

lesion. Right, the pyramidotomy abolishes cortically-evoked EMG (p=0.012, one-way
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ANOVA, n=4 mice). Post-hoc test Holm-Sidak, *P < 0.05. Grey zone: noise level (see

Methods)

The blue window on recording traces indicates light stimulation. SMC: sensorimotor
cortex, BSMN: brain stem motor nuclei, C-Th: cervico-thoracic spinal cord, L-SC: Lumbo-

sacral spinal cord.
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Figure 4. Lumbar corticospinal postsynaptic neurons encode DRPs but no movements.

A. Experimental design: the targets of the CST are labeled through a transynaptic
approach consisting of AAV1-CBA-WGA-CRE injection in the hindlimb sensorimotor
cortex of TdTomato-flex mice.

B. Localization of the spinal targets of the CST: heatmap showing the distribution of the
neurons in the lumbar cord (6 mm long) projected into the transverse plane (average
of 9 mice) (left) or horizontal plane (average of 6 mice) (right) plane.

C. Left, Diagram illustrating that only lumbar direct targets of the CST express CHETA in
the following experiment. Right, Experimental design: TdTomato-flex mice received
an injection of AAV1-CBA-WGA-CRE in the hindlimb sensorimotor cortex and an

injection of AAV1-Efl-flex-CHETA-eYFP in the L4 spinal segment.

81



D. Photomicrographs (z projection of confocal images) from the dorsal horn of the spinal
cord (laminae V/VI); the arrows point at two targets of the CST expressing TdTomato+
and CHETA-eYFP.

E. Experimental design illustrating spinal photostimulation of the lumbar targets of the
CST.

F. Representative traces of DRP (red trace, average of 60 traces) and EMG (blue trace,
average of 3 traces) recordings from the same animal after photostimulation of the
lumbar targets of the CST (blue window).

G. Photostimulation of the lumbar targets of the CST induces DRPs (left) but no EMG

signal (right). Grey zone: noise level (see Methods).

SMC: sensorimotor cortex, BSMN: brain stem motor nuclei, C-Th: cervico-thoracic spinal

cord, L-SC:Lumbo-sacral spinal cord.
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Supplementary figures
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Supplementary Figure 1. Sensorimotor injection site analyses : cortical layer V fluorescence

quantification.

A. Schematic experimental design to transynaptically label cortical postsynaptic neurons.

B. Left, drawing of a sagittal slice of the mouse brain illustrating (red square) the
localization of the pictures at the right. Right, images of the sensorimotor cortex of a
single animal, at different lateral positions from the midline. The blue squares show
the analyzed area, comprising cortical layer V. The plots show the vertical averages of
pixel intensity throughout each blue square. The 3 slices are localized in the sites
indicated by the blue lines in C.

C. Example of an injection site represented as a heat map of the pixel intensity across the
layer V of a cortex. The map is build using the three plots presented in B (illustrated
here in the right to show their orientation) as well as additional ones from sequential
brain sections on the same animal.

D. Overlap between the heat map in C and the functional area eliciting motor contraction

and PAD (Red line). The black line indicates the area with a pixel intensity above 30 %.
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Supplementary Figure 2. Monosynaptic transynaptic tracing from the cortex

A. Schematic experimental design to transynaptically label cortical postsynaptic neurons.

B. Sagittal image of the injection site, in the sensorimotor cortex, illustrating TdTomato+
neurons (red) and DAPI (blue). The drawing inset shows the area corresponding to the
image.

C. Example of stained postsynaptic cortical neurons found in the brain, in the thalamus,
striatum and red nucleus. The arrow points TdTomato+ neurons. The drawing inset

indicates the area corresponding to the image (red square).

As illustrated in this figure, the targets of the CST are always located in nuclei directly

innervated by the cortex, whatever the delay between the injection time and the observation
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(result now shown). This confirms previous data demonstrating that the WGA-Cre
transynaptic labeling is monosynaptic [Libbrecht, S., Van den Haute, C., Malinouskaya, L.,
Gijsbers, R. & Baekelandt, V. Evaluation of WGA-Cre-dependent topological transgene

expression in the rodent brain. Brain Struct Funct, doi:10.1007/s00429-016-1241-x (2016)].
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Supplementary Figure 3. Postsynaptic corticospinal neurons do not colocalize with ChAT.

A. Schematic experimental design to transsynaptically label the targets of the CST in
ChAT::GFP transgenic mice.

B. Images from the intermediate spinal cord (around central canal, see inset in the
bottom) showing the targets of the CST TdTomato+ (red) and ChAT::GFP+ neurons. The

arrow points to a target of the CST that does not express GFP.
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Supplementary Figure 3. Histology of the pyramidotomies.

A. Slices of Thyl::ChR2 mice used for EMG recordings at the level of the decussation of
the pyramids. Extent of the electrolytic lesion in hatched red.

B. Slices of ChR2 retrogradely labeled mice used for EMG recordings at the level of the
decussation of the pyramids. Extent of the electrolytic lesion in hatched red.

C. Slices of Thy1::ChR2 mice used for DRP recordings at the level of the decussation of

the pyramids. Extent of the electrolytic lesion in hatched red.
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A Thy1::ChR2 0.5 1 1.5 2 2.5
-0.5 12.5740682 3.37104211 19.3783971 16.3535276  69.863141
-1 7.53966831 6.04138632 6.80818832 35.9359962 4.10332195
-1.5 1.38289899 8.15556082  5.9476861 5.92829435 2.21480321 Z-score >3
-2 ND 9.87158889 1.05941526 0.53101415 4.35257525 Z-score <3
B Thy1::ChR2 Mouse 1 Mouse 2 Mouse 3 Mouse 4

Before Lesion 1
Before Lesion 2

7.610458139
5.672072407

229.6160926
12.37332975

37.53542818
10.20378725

21.79331496
41.78392375

Before Lesion 3 5.677845219 13.16420671 30.07757256 43.0112216
Electrode in decusation 22.50949887 18.0548327 67.66510035 103.2101852
Electrolytic lesion 56.50936769 28.66464861 20.934950606 10.76134456
C  ChR2retroAAV Mouse 1 Mouse 2 Mouse 3 Mouse 4
Before Lesion 1 16.26824017 15.63906278 10.3465225 30.70771151
Before Lesion 2 6.796548504 18.06664921 9.457854941 4.642069763
Before Lesion 3 10.30119153 27.32758053 5.189551589 15.59097657
Electrode in decusation 2.647111486 3.860625737 -0.61473621 1.03036173
Electrolytic lesion -1.103002655 1.050864043 1.69665654 0.681847169
D ChR2 in CSPN Mouse 1 Mouse 2 Mouse 3 Mouse 4 Mouse 5 Mouse 6 Mouse 7
Spinal photostimulation -0.4337 -0.6292 0.7742 0.0013 -0.3344 -0.5436 1.7913

Z-score > 1.96
Z-score < 1.96

Supplementary table 1. Z-score of individual EMG responses assessing the significance of
the corresponding S/N ratio.
A. Matrix of the median Z-Score (from 5 animals) for EMG responses recorded at each
stimulated point of the cortex. Data presented in Fig. 1C. Coordinates are expressed in
mm from Bregma.
B. Z-score of the EMG response for each experimental condition in Thyl::ChR2. Data
presented in Fig. 2D.
C. Z-score of the EMG response for each experimental condition in mice injected with the
ChETA expressing retroAAV. Data presented in Fig. 3E.
D. Median Z-score of the EMG responses for each mouse expressing ChR2 in the targets

of the CST. Data presented in Fig. 4G.
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Discussion

Le réle de ma these a été d’explorer les circuits sensori-moteurs portés par le tractus
cortico-spinal jusqu’a la moelle épiniére. Nous avons tenté de mieux comprendre la relation
entre la commande motrice et le controle sensoriel cortical, dans le but de préciser nos
connaissances sur les circuits de la motricité. Grace a des techniques d’électrophysiologie in
vivo, de tracage viral et d’optogénétique, nous avons réussi a faire progresser nos
connaissances fondamentales des circuits moteurs, en démontrant qu'un réle majeur des
neurones cortico-spinaux lombaires est le controle des entrées sensorielles, et en précisant le

fonctionnement de I’envoi de la commande motrice.

1. Modeéle murin

Un premier point essentiel a aborder est celui des limites du modéle utilisé dans notre
étude. Malgré I'existence d’une fidele conservation des systéemes moteurs des vertébrés,
certains aspects ont évolué différemment entre les espéces. D'un point de vue,
neuroanatomique, physiologique et comportemental, les primates s’éloignent en partie des
rongeurs et des félins. De ce fait, bien que I'étude des circuits moteurs chez les modeles
murins permette sans aucun doute un certain degré d’extrapolation aux systéemes humains, il
est évident que ces modeles ont des limites. Il existe des différences anatomiques et
fonctionnelles qui se retrouvent notamment dans la voie cortico-spinale. En effet, le CST ne
termine pas exactement sur les mémes cibles, puisqu’il vise les neurones spinaux plut6t
dorsaux et intermédiaires chez les souris alors que chez le primate, les projections du CST dans
la moelle épiniére sont plus profondes (Bortoff & Strick 1993, Heffner & Masterton 1975,
Kuypers 1982, Leroy & Brown 1971). La zone du cortex d’ou émerge le CST occupe
proportionnellement une aire plus importante chez le primate et les fibres cortico-spinales
voyagent dans la moelle épiniére a travers un tractus principalement dorso-latéral (Courtine
et al 2007, Lemon 2008). Enfin I'existence des CM est corrélée a I'existence de mouvements
de trés haute dextérité, et le champ des taches possibles chez le primate, particulierement
celles impliqguant les mouvements des mains, est nettement plus large. Cependant ces

différences évidentes ne rendent pas le modele murin obsoléte. Par exemple, chez le primate
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comme chez le rongeur, la majorité des terminaisons spinales du CST contacte des
interneurones spinaux (Ebbesen & Brecht 2017, Watson & Harvey 2009). De plus, I’étude des
primates a elle aussi ses limites, elle est techniquement plus complexe, et parfois méme
inenvisageable. Par exemple, l'identification précise de populations neuronales et la
génération de mutation, que ce soit pour marquer des population ou pour affecter des
fonctions, ne sont virtuellement pas possibles chez le primate, pour des raisons techniques,
financieres et éthiques. Il est donc souvent nécessaire de passer par le rongeur avant de
pouvoir tester le caractere translationnel des résultats (Courtine et al 2007). C’est d’ailleurs
de cette facon que sont développées beaucoup de stratégies thérapeutiques pour de
nombreuses affections du systéeme moteur (sclérose en plaque, SLA, Huntington, contusions

spinales etc...).

2. Voie cortico-spinale

2.1.  Ségrégation des populations de NCS

La vue du cortex comme une structure homogene contrdlant les motoneurones a bien
changé, et cela grace aux expériences démontrant la ségrégation fonctionnelle et anatomique
du CST (Moreno-Lopez et al 2016). C'est particulierement vrai pour le cortex rostral, en charge
des fonctions cervicales, dans lequel a été constatée |'existence de groupes fonctionnels
ségrégés de NCS (Ueno et al 2018). lls projettent sur des segments distincts ou sur des régions
différentes au sein d’'un méme segment, et sont actifs a différents stades du mouvement
(Wang et al 2017). Les données sont moins nombreuses et moins précises concernant les
différentes populations de NCS du cortex HLA. Toutefois, elles indiquent que chez le rat les
populations de NCS du HLA projetant dans la moelle dorsale et intermédiaire sont
partiellement mélangées (Olivares-Moreno et al 2017). D’autre part, certains NCS caudaux
peuvent projeter a la fois sur les segments lombaires et cervicaux (Kamiyama et al 2015).

Notre étude a permis de vérifier d’une part, I'implication du cortex dans la génération
de DRPs pour la premiere fois chez les souris, et d’autre part de cartographier cette fonction
sensorielle relativement a la commande motrice. Nous avons ainsi révélé que des NCS aux
fonctions différentes (sensorielles et motrices), étaient situés dans la méme zone du cortex

HLA, confirmant ainsi les soupcons de la multiplicité des fonctions au sein d’'un méme cortex.
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Cette superposition des fonctions pourrait étre une spécificité du cortex HLA, puisque les NCS
projetant a différentes profondeurs dans la moelle lombaire sont nettement moins ségrégés
gu’en cervical (Olivares-Moreno et al 2017). La résolution des outils utilisés ne nous permet
cependant pas de vérifier si les neurones responsables de ces deux fonctions sont les mémes
ou s’il existe une ségrégation en plus petits groupes de neurones. Cette question reste donc

toujours ouverte.

2.2. Role moteur

Notre étude a démontré que la commande motrice corticale est portée par les voies
corticofuges impliquant d’autres centres moteurs supra-spinaux, ainsi que par le CST, puisque
nous avons pu observer un mouvement et mesurer la contraction du muscle chez les souris
Thy1 avec et sans pyramidotomie, ainsi que chez les souris exprimant la ChR2 exclusivement
dans les NCS (avant pyramidotomie). Cependant nos premiéres observations sur les souris
Thyl étaient surprenantes, puisque la Iésion du CST au niveau de sa décussation n’a pas
provoqué de changement quantitatif significatif de la contraction musculaire. Ce premier
résultat suggérait que la commande motrice était exclusivement indirecte. C’'est seulement
en infectant spécifiqguement le CST innervant le segment lombaire, que sa contribution a pu
étre observée. Pour cette raison il semble raisonnable de postuler que le CST n’est pas le
principal acteur de la transmission de la commande motrice, et que son réle dans cette
fonction pourrait au contraire étre mineur, ce qui expliquerait I'absence d’effet visible de ce
type de lésion. Cependant, nos enregistrements EMGs ne sont pas parfaitement stables, et
cela est principalement d0 aux conditions d’anesthésies. En effet, afin d’obtenir une
contraction musculaire a la suite de la stimulation du cortex, il est nécessaire d’utiliser un
cocktail de Kétamine et de Xylazine suffisamment léger, pour que I'animal ne soit pas trop
profondément endormi (Tennant et al 2011). Ce n’est que dans ces conditions
particulierement instables, qu’un mouvement peut étre observé, et cela pendant un laps de
temps trés court (I'anesthésie devant étre renouvelée au moindre signe de réveil de I'animal).
Cette variabilité dans les enregistrements EMGs pourrait expliquer que la condition « Iésion »
ne différe pas significativement des contréles chez les souris Thyl. Nous avons réalisé des
analyses plus fines, afin de vérifier si cette absence de différence quantitative ne cachait pas

une différence qualitative physiologiqguement significative. Cette analyse nous a permis de
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voir une différence dans la forme du signal aprés vs. avant pyramidotomie chez certains
animaux, mais pas de fagon systématique. Un échantillonnage plus grand pourrait permettre

de répondre a ce probléme, que ce soit pour les analyses qualitatives ou quantitatives.

2.3. Role sensoriel

La perte totale des DRPs a la suite de la pyramidotomie des Thyl permet de conclure
gu’ils sont exclusivement transmis par le CST. Les autres voies connues pour leur capacité de
générer une PAD, comme celles initiées dans le noyau rouge ou la formation réticulée, si elles

existent aussi chez le rongeur, sont donc indépendantes du cortex HLA.

e Interprétation des DRPs

Les DRPs nous permettent d’enregistrer la dépolarisation des fibres afférentes
primaires. Il s’agit d’'une méthode de mesure de la PAD, puisque le signal mesuré provient de
la propagation antidromique de la dépolarisation des terminaisons des fibres, dans la moelle
épiniére. Cela étant, notre méthode ne nous permet pas de déterminer le type de fibres
dépolarisées par la stimulation du cortex. Cette information pourrait étre utile afin de
comprendre précisément le réle de la PAD corticale en général, et en particulier au niveau
lombaire. En effet, ce role spécifique n’est pas bien connu. D’aprés les données de la
littérature sur le rongeur, il semble qu’une des cibles de la PAD corticale puissent étre les
fibres C, chargées principalement d’apporter des informations cutanées nociceptives
(Moreno-lopez et al 2013). Chez le chat, il semblerait que le cortex soit responsable de
I'inhibition des fibres Ib, provenant de I'OTG (Andersen et al 1962). Pour mieux comprendre
le r6le que le cortex pourrait avoir a travers la PAD, on peut donc se pencher sur le travail de
Seki et ses collaborateurs, qui ont mesuré chez le singe I'effet de I'inhibition de fibres
cutanées. lls démontrent que les informations cutanées sont inhibées lors des phases actives
d’un mouvement volontaire (Seki et al 2012). Le réle d’une telle inhibition pourrait étre de
diminuer le flux des informations tactiles superflues qui pourraient perturber le mouvement
volontaire. Cependant puisque nous n’avons pas distingué le type de fibres ciblées, et que
nous avons travaillé sur des souris anesthésiées, nous ne pouvons pas exclure que le réle de

la PAD corticale mesurée soit aussi ou uniquement dans la régulation des réflexes et des
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mouvements automatiques ou méme dans des conditions passives au repos. Dans tous les
cas, il est clair que le CST lombaire joue un role prépondérant dans le processus de « sensori-

gating » via la PAD.

e Pharmacologie DRPs

Le mécanisme d’inhibition présynaptique rapide repose principalement sur les
transmissions GABAergiques. Cependant les fibres afférentes primaires contiennent une
diversité d’autres récepteurs dont l'activation peut provoquer une dépolarisation des
terminaisons, tel que des récepteurs NMDA et AMPA/Kainate (Russo et al 2000). Pour
s’assurer de la nature de la PAD corticale, nous avons tenté d’enregistrer les DRPs en présence
d’antagonistes GABAergiques (Bicuculline et Gabazine) appliqués en bain sur la moelle
épiniére. Cependant, I'application de ce type de molécules a aussi pour effet de provoquer
des spasmes chez la souris anesthésiée. Nous n’avons pas réussi a obtenir des enregistrements
suffisamment stables dans ces conditions pour interpréter les résultats, et ces mécanismes

restent donc a étre explorés.

2.4. Collatérales du CST et voies ventrales et latérales

Afin de vérifier le role de la voie cortico-spinale directe, nous avons réalisé des
pyramidotomies caudales chez les souris exprimant la ChR2 dans les NCS, dans le but
d’épargner les collatérales supra-spinales de ce tractus. Dans ces conditions, la perte totale
de la contraction motrice nous indique I'absence d’un réle significatif de ces collatérales dans
la génération du mouvement. De plus, avec les souris Thyl, ce type de Iésion a provoqué la
aussi, une perte totale des DRPs induits par la stimulation du cortex. Cette fonction sensorielle
est donc également transmise par le CST direct, et non par ses collatérales. L'impact de ces
voies corollaires se limite donc certainement a une activité plus subtile de modulation, comme
celle de I'envoi de la copie efférente au cervelet via les noyaux du pont (Person 2019). Isoler
les fonctions d’une de ces collatérales sans affecter les autres voies est une tache compliquée,
mais qui pourrait s’avérer essentielle pour la compréhension compléte des circuits

corticofuges.
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Un autre élément de la voie cortico-spinale qui reste incompris, est celui du réle des
différents trajets empruntés par le CST dans la moelle. La question de savoir si les messages
sensoriels et moteurs enregistrés passent par le tractus dorsal majoritaire ou par les voies
dorso-latérales et ventrales n’a malheureusement pas été résolue, alors qu’elle pourrait

s’avérer fondamentale pour I'étude les contusions de la moelle épiniére.

3. Cibles du CST

La premiére partie de notre travail nous a amenées a mieux comprendre quelles voies
corticofuges sont empruntées pour la génération de PAD, et pour I'envoi de la commande
motrice. Cependant, nous avons voulu poursuivre notre étude plus loin, en nous intéressant
aux cibles spinales du CST. L’objectif était de savoir si les circuits sous-jacents a ces fonctions
motrices et sensorielles sont distincts, ou si des voies similaires sont empruntées avant

d’atteindre la cible finale du message.

3.1. Tracage monosynaptique antérograde

Dans le but de marquer les cibles du cortex, nous avons utilisé le virus AAV codant pour
la construction WGA::CRE, que j'appellerai ici « virus WGA::CRE ». Grace au suivi du décours
temporel de sa propagation et des structures infectées a la suite de son injection dans le
cortex, nous en sommes arrivées a la conclusion que dans nos conditions, ce traceur
antérograde transynaptique ne traversait qu’une seule synapse. C'est d’ailleurs a cette méme
conclusion que sont arrivés les auteurs d’une étude utilisant la WGA ::CRE dans une
construction virale différente (Libbrecht et al 2017). Ces caractéristiques nous ont donné
I'opportunité non seulement de marquer spécifiquement les cibles directes du CST, mais en
plus, de moduler leur activité. Cependant I'efficacité de ce traceur est limitée. En effet, un
inconvénient de cet outil est son irrégularité dans le passage transynaptique entre les
différents animaux et dans certains cas, le nombre de neurones n+1 marqués est tres faible.
Cela nous a donc amenées a augmenter nos groupes afin d’obtenir assez de données pour

analyser la localisation moyenne des neurones ciblés.

94



Discussion

3.2. Identification des cibles lombaires du CST

s se situent dans la corne dorsale profonde de la moelle épiniére, approximativement
la ou les terminaisons des fibres cortico-spinales sont typiquement retrouvées (D'Acunzo et al
2014, Liu et al 2018). Nous avons voulu déterminer I'identité de ces cibles, et pour cela, nous
avons injecté le virus WGA::CRE dans des souris exprimant une protéine fluorescente dans des
populations d’interneurones spécifiques. Nous avons ainsi mis en évidence qu’une proportion
notable (environ 16%) des neurones cibles du CST dans la moelle lombaire sont des neurones
GABAergiques exprimant la GAD65 (ou GAD2). Les neurones GAD65 (ou GAD2) constituent
une population fortement soupgonnée d’étre responsable de l'inhibition présynaptique. Ce
soupcon vient des contacts que ces neurones forment sur I'élément présynaptique des
synapses entre les fibres sensorielles proprioceptives et les motoneurones (Betley et al 2009),
et de l'effet physiologique provoqué par leur inhibition (Fink et al 2014). Ces neurones
marqués pourraient donc étre le substrat d’une PAD di-synaptique (CST-GADG65 (1), GAD65-
Fibre sensorielle (2)) en charge de I'inhibition des fibres proprioceptives lors des mouvements
fins. Cependant, il reste une proportion importante des neurones non identifiée, a priori
excitateurs et glutamatergiques (puisque ni cholinergiques, ni GABAergiques) dont le réle
pourrait aussi étre lié au transfert pluri-synaptique de la PAD corticale. Au niveau lombaire,
d’autres fonctions que la PAD sont également portées par le CST et pourraient aussi
certainement étre relayées par les neurones que nous avons mis en évidence. En effet le CST
contréle des fonctions telles que la modulation sensorielle postsynaptique, notamment des
voies nociceptives (Millan 2002), mais aussi des voies sensorielles a bas seuil (Bourane et al
2015, Liu et al 2018, Paixao et al 2019), ou encore des fonctions d’intégration de la décharge

corollaire, dans le cas des neurones spinocérébelleux (Hantman & Jessell 2010).

3.3. Role des cibles lombaires du CST

L'injection additionnelle d’un virus codant pour la ChR2 floxée dans le segment
lombaire a permis une activation spécifique des cibles du CST. Nous avons observé que cette
activation ne permet pas la génération de contractions dans le muscle enregistré, ni de
mouvement visible. Il n’est cependant pas possible d’exclure qu’il existerait un biais dans le

passage transynaptique, qui serait a l'origine d’une infection préférentielle de certaines
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populations plutot que d’autres (Libbrecht et al 2017). Une autre explication de cette absence
de mouvement pourrait étre que la génération de la contraction d’un muscle nécessite qu’un
grand nombre de neurones soit activé. Cependant, nous avons constaté que les EMGs étaient
toujours plats, méme dans les cas ou le nombre de neurones marqués était important. En
outre une faible quantité de neurones infectés a été suffisante pour mesurer des DRPs
robustes. Il semblerait que les cibles lombaires du CST soient largement impliquées dans des
taches de modulation sensorielle, et tout particulierement dans la PAD. La possibilité de
I’existence de relais lombaires de la commande motrice ne peut étre completement exclue,
mais dans ce cas force est de constater qu’il s’agirait d’'une population distincte de celle qui

relai les DRPs.

Cette étude fonctionnelle des cibles du CST nous a donc permis de démontrer que le
role des NCS terminant sur des interneurones lombaires n’est pas la transmission de la
commande motrice, mais plutét la modulation des informations sensorielles, et cela en partie

a travers la PAD.

3.4. Relai cervical de la commande motrice

Si le CST transmet la commande motrice aux muscles de la patte arriere mais que les
interneurones lombo-sacrés ne sont pas sa cible pour le relai, I'hypothése la plus évidente est
gue les cibles se situent plus rostralement, dans les segments cervicaux ou thoraciques. Nos
injections de « ChR2 rétro » ont été réalisées dans le segment lombaire, donc les NCS ciblés
possedent au moins une branche a cet étage spinal. Le relai rostral pourrait donc se faire grace
aux collatérales cervicales décrites dans une fraction des NCS lombaires (Kamiyama et al
2015). Certaines populations sont les candidates idéales pour réaliser un tel relais de
I'information. Les neurones proprio-spinaux, dont certains projettent de la moelle cervicale
ou thoracique vers les segments lombaires, peuvent directement contacter les
motoneurones. Chez le rongeur, le chat ou le primate, il semble évident que les neurones
proprio-spinaux sont une cible importante du CST (Alstermark et al 2007, Azim et al 2014, lllert
et al 1977, Ueno et al 2018). La fonction de ces neurones proprio-spinaux pourrait ainsi
consister en un relai de la commande motrice aux membres antérieurs ainsi qu’aux

postérieurs afin de coordonner la locomotion.
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4. Conclusion

Les résultats de cette étude sur les voies issues du cortex, empruntées par les messages
sensoriels et moteurs, laissent place a un nouveau paradigme du fonctionnement du controle
de la motricité. Notre étude permet de conclure que le CST issu du cortex HLA joue un réle au
niveau des contréles descendants moteurs et sensoriels a travers des cibles spinales
différentes. La commande motrice serait envoyée via un intermédiaire proprio-spinal cervical
aux motoneurones lombaires alors que le contrdle des entrées sensorielles serait relayé plus
directement par un circuit lombaire. Cela implique I'existence d’une diversité fonctionnelle de

NCS au niveau d’un méme cortex (HLA).

Notre étude démontre que le controle sensori-moteur cortical des membres
antérieurs et postérieurs est différent.

En effet, bien que les animaux ne soient pas paralysés, I'inhibition, I'ablation du cortex
rostral (CFA/RFA) (Galinanes et al 2018, Miri et al 2017) ou une pyramidotomie (Starkey et al
2005, Whishaw et al 1993), affecte fortement la capacité des souris a réaliser un mouvement
précis des pattes avant. Ces controles corticaux des mouvements fins sont médiés par des
voies descendantes directes, motrices et sensorielles, par I'intermédiaire de populations
cervicales ségrégées (Ueno et al 2018). Ces populations neuronales spinales semblent
essentielles a la bonne réalisation de différentes phases d’un mouvement fin, puisque leur
inhibition affecte la performance des souris (Azim et al 2014, Ueno et al 2018).

En revanche, les voies en charge de la modulation des membres postérieurs semblent
organisées différemment. Au lieu d’avoir une convergence des voies descendantes
sensorielles et motrices au sein du méme segment, les commandes motrices des NCS du
cortex HLA font intervenir un relai cervical supplémentaire. Une fonction de ce relai pourrait
étre d’ajuster les mouvements des membres postérieurs en fonction des membres antérieurs
lors d’une activité locomotrice fine. En outre, le contréle direct du segment lombaire lui
donnerait la possibilité de réguler le mouvement des pattes arriére, en s’appuyant sur les
retours sensoriels cutanés ou proprioceptifs principalement. Ce contréle lombaire aurait lieu
via des populations excitatrices et inhibitrices aux roles variés incluant mais ne se limitant pas

a la PAD.
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Les NCS des cortex rostraux et caudaux agiraient ainsi de maniére complémentaire, en
fonction de la tache effectuée. Les comportements impliquant des mouvements fins des
pattes avant seraient régulés par les cortex RFA et CFA. Les mouvements locomoteurs
grossiers n’engageraient pas le cortex HLA. Enfin, les taches de locomotion fine feraient
intervenir la voie issue du HLA ainsi que potentiellement, les NCS du cortex rostral, mais cela

reste a étre démontré (Figure 21).

Notre étude souligne en outre I'importance de porter son attention sur la zone du
cortex étudié, et de s’intéresser aux sous-types fonctionnels de NCS observés dans les
expériences visant a comprendre les circuits du cortex et leurs roles dans certaines taches

motrices, afin d’avoir une meilleure compréhension des résultats observés.

Enfin, ce changement de paradigme oblige également a réinterpréter les précédentes
études visant a restaurer la fonction CST dans une perspective thérapeutique, que ce soit dans
les modeéles murins de lésions vertébrales ou de maladies neurodégénératives telles que la
SLA. Alors que la plupart de ces études ont exclusivement étudié les aspects purement
moteurs, nos résultats démontrent qu’il faut revisiter ces études en prenant en compte un

role essentiel du CST lombaire des rongeurs, c'est-a-dire le contrdle sensoriel.

5. Perspectives

Notre étude a permis de répondre a des questions essentielles sur les circuits sensori-
moteurs, mais elle ouvre aussi de nouvelles pistes d‘études pour aller plus loin dans sa
compréhension.

Une suite importante qui devrait étre apportée a cette étude est I'exploration
comportementale. En effet les DRPs mesurés ne nous informent pas sur le role réel de ce
contréle sensoriel descendant. Une solution pourrait étre de moduler I'activité des cibles
lombaires du CST chez des souris lors de la réalisation de taches précises. Nous avons souhaité
faire cette expérience pendant ma thése a l'aide de l'injection d’un virus exprimant un
DREADD inhibiteur (hM4Di) cre-dépendant, dans les souris infectées par le virus WGA::CRE.
L'objectif était de réaliser une tache de locomotion fine tout en enregistrant le trajet précis

des pattes grace a un systeme de « Motion Capture ». Malheureusement nous nous sommes
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Figure 21 - Conclusions et hypotheses

A. Schéma synthétique du circuit sensori-moteur. Le cortex est divisé en plusieurs zones, en charge des
fonctions des membres antérieurs (RFA/CFA) et postérieurs (HLA). Les voies corticofuges sont constituées
de neurones contactant la moelle indirectement, en passant par des centres moteurs supra-spinaux
(fleches vertes), et directement, via le CST. Les NCS du RFA/CFA (fleches rouges) innervent uniquement le
segment cervical. Les NCS du HLA (fleches bleues) font relai sur les neurones proprio-spinaux cervicaux
pour l'envoi de la commande motrice, et contactent directement le circuit lombaire pour le controle
sensoriel (PAD). B. Hypothése de limplication différentielle des neurones cortico-spinaux. a. Pour les
mouvements grossiers (ex : tapis roulant), le rle des NCS est minimal, voire inexistant et I'implication du
cortex (préparation, initiation... ) est indirecte. Lors des taches de précision b. locomotion fine ou c. dexté-
rité manuelle, les NCS des cortex correspondant aux membres actifs sont activés.



Discussion

heurtées a plusieurs obstacles. D’'une part, le peu de passage transynaptique du virus nous a
fait craindre un effet trop subtil pour étre mesurable. Et d’autre part un probléme majeur de
spécificité s’est présenté : le virus supposé cre-dépendant s’exprimait dans des neurones qui
ne contenaient pas la cre-recombinase. Ce projet, demandant plus de mises au point
gu’anticipé, a été abandonné par manque de temps.

Un autre point clé qu’il reste a vérifier est I'identité des présumés relais cervicaux-
thoraciques de la commande motrice. Pour s’assurer que notre hypothése est la bonne, une
possibilité serait d’inhiber la transmission glutamatergique au niveau cervical lors d’une
stimulation optogénétique du CST. Une expérience similaire a été réalisée récemment sur une
préparation cerveau-moelle ex-vivo. Dans cette expérience, la stimulation corticale accélere
la locomotion fictive mesurée au niveau lombaire dans les conditions contréles, alors que
I'ajout d’acide kinurénique (bloguant la transmission synaptique) par un bain au niveau
cervico-thoracique, bloque cet effet induit par le cortex (Karadimas et al 2019). Cependant
dans ces expériences, toutes les voies corticofuges sont potentiellement activées. Notre
approche avec le virus « ChR2 rétro » permettrait d’avoir une meilleure spécificité. Cette
étude va dans le sens de notre hypotheése, et demande a étre testée in vivo chez une souris
adulte.

Toutes ces pistes d’études ainsi que plusieurs autres telles que I'identification précise
des cibles du CST, ou du role de ses collatérales, ont été entamées a travers notre projet, et
demandent a étre explorées et résolues afin d’avancer dans notre compréhension de ces

systémes complexes.
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Sclérose latérale amyotrophique

L’étude des systéemes moteurs et particulierement de la voie cortico-spinale nous a
naturellement menées a nous intéresser a une maladie neurodégénérative ol cette voie
(entre autre) est affectée : la Sclérose Latérale Amyotrophique (SLA). Dans ce projet, que j'ai
décidé de ne présenter qu’en annexe car il a été fortement tronqué du fait de la situation
sanitaire, nous avons utilisé les données acquises et les outils développés au cours de ma
thése pour améliorer notre compréhension des mécanismes du développement de la
pathologie. J’ai également participé a un travail collaboratif initié par Caroline Rouaux,
chercheuse a I'[INSERM a la faculté de médecine de Strasbourg.

Du fait de la place limitée finalement prise par ce projet, je ne décrirai que brievement
les principaux aspects de la pathologie et de ses mécanismes nécessaires pour la
compréhension des résultats préliminaires présentés, avec une attention particuliére sur les

atteintes de la voie cortico-spinale.

1. Généralités surla SLA

La SLA est une maladie neurodégénérative trés grave, menant a la mort du patient
dans les 3 a 5 ans suivant le diagnostic. Il s’agit d’une atteinte du systeme moteur, et plus
particulierement de ce que les cliniciens appellent « neurones moteurs » : les motoneurones
et neurones cortico-spinaux (NCS) (Swinnen & Robberecht 2014). Son étiologie, encore mal
comprise, semble multifactorielle et liée a une interaction entre différents facteurs génétiques
et environnementaux (sport, tabagisme, alimentation). Si 90% des formes sont sporadiques

(de source encore inconnue), 10% ont été attribuées a des mutations variées (King et al 2016).
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2. Modeles

Les mutations observées chez les patients, et en particulier celles dans le géne de la
SuperOxyde Dismutase 1 (SOD1), ont été introduites chez la souris pour modéliser la
pathologie : mutations SOD1 G37R, G85R, G86R ou la plus étudiée, G93A (Glycine 93 en
Alanine) (Dal Canto & Gurney 1994). Ces modeéles récapitulent les symptémes principaux, a
savoir une perte de poids pré-symptomatique, une dégénérescence des NCS ainsi que des
motoneurones, une dénervation massive a I'origine d’une paralysie progressive, et enfin, des

agrégats protéiques neuronaux (Philips & Rothstein 2015) (Figure 22).

3. Mécanismes de la maladie

3.1. Atteinte des motoneurones

Parmi les nombreux mécanismes soupconnés d’étre responsables de |Ia
dégénérescence des motoneurones (stress oxydatif, I'inflammation, etc...) (Taylor et al 2016),
nous nous sommes plus particulierement intéressées a I'excitotoxicité, car elle pourrait
impliquer la voie cortico-spinale, une des voies essentielles d’excitation des motoneurones.
La dégénérescence des motoneurones serait induite par la suractivation des récepteurs au
glutamate, par exemple due a une trop grande quantité de signaux excitateurs afférents (Jia
et al 2015). Cela induirait la formation en excés d’espéces réactives de I'oxygéne ainsi que

d’enzymes toxiques, menant a la mort du neurone excité (Van Damme et al 2005).

3.2.  Atteinte du cortex

Les patients présentent une hyperexcitabilité corticale (Wagle-Shukla et al 2009),
corrélée négativement avec leur survie (Shibuya et al 2016). Elle est aussi présente dans le
modéle murin SOD1, avant méme |'apparition des symptémes (Kiernan et al 2011, Vucic et al
2008). Elle pourrait étre due a la dégénérescence des interneurones inhibiteurs et des
contacts qu’ils forment avec les neurones corticaux de la couche V, induisant une désinhibition

des NCS (Clark et al 2017, Maekawa et al 2004, Zhang et al 2016).
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Figure 22. Chronologie des atteintes du modele SOD1

Frise temporelle non exhaustive d’apparition des symptomes chez les souris SOD1 G93A. Les souris
SOD1 G93A meurent en moyenne aux environs de 140 jours. La phase appelée pré-symptomatique
correspond a la période de 0 a 90 jours, avant l'apparition d'une baisse de performance motrice
(données issues de (1) Kim et al 2017, (2) Mancuso et al 2011, (3) Chui et al 1995, (4) Jeon et al 2019, (5)
Zang et al 2002).

NCS: Neurones cortico-spinaux, CMAP: Compound Muscle Action Potential, MN: Motoneurone
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L’analyse post-mortem de cerveaux de patients a permis de démontrer la perte des
NCS dans la couche V (Sasaki & Iwata 1999), ainsi qu’une arborisation dendritique altérée
(Genc et al 2017). Chez les modeéles murins SOD1 ces mémes atteintes sont observées, et cela
avant méme l'apparition des premiers symptomes moteurs (Fogarty et al 2016, Ozdinler et al
2011, Yasvoina et al 2013, Zang & Cheema 2002).

Bien qu’il existe des études allant dans le sens de I'existence d’une hyperexcitabilité
des NCS (Saba et al 2016), voire d’une excitotoxicité sur les NCS (Zhang et al 2016), d’autres
I'observent in vitro a certains stades précoces et tardifs de la maladie, mais constatent que
cette hyperexcitabilité n’est plus observée in vivo et donc certainement compensée (Kim et al
2017a). Ainsi, la question de l'altération de I’excitabilité du cortex et de son impact dans la

pathologie est toujours ouverte.

3.3.  Hypotheses de propagation

La question du lien entre la dégénérescence des motoneurones et celle des NCS rejoint
celle du sens de propagation (antérograde du cortex vers les motoneurones, ou rétrograde de
I’axone des motoneurones vers leur soma) de la maladie (Figure 23).

Dans notre étude nous nous sommes principalement intéressées a |’hypothese
antérograde, proposée par Eisen (Eisen et al 1992). Elle s’appuie sur I'atteinte fonctionnelle
précoce du cortex chez les patients, et le changement pré-symptomatique de I'excitabilité
corticale chez les souris SOD1, qui pourrait théoriguement étre responsable d’une
augmentation de I'excitation des motoneurones (Eisen et al 2017, Ravits et al 2007). Comme
expliqué dans l'introduction de ce manuscrit, les NCS participent au controle de la décharge
des motoneurones. De plus, ils sont aussi responsables de la régulation de la quantité
d’informations sensorielles recues par ces motoneurones, via, entre autre, le controle
présynaptique des fibres sensorielles primaires. Ainsi, que ce soit une hyperactivité ou une
hypoactivité des NCS, un tel changement pourrait donner lieu a des stimulations excessives et

potentiellement excitotoxiques des motoneurones.
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Figure 23. Hypothéses de propagation

Représentation schématique des 3 hypotheses de propagation de la SLA. A. Les NCS et les motoneu-
rones dégénérent de facon indépendante. B. Lhypothése de propagation rétrograde propose que la
SLA est principalement une maladie du motoneurone, dont la pathogénicité est transportée de
maniére rétrograde de la jonction neuromusculaire vers les corps cellulaires. C. Lhypothéese de propa-
gation antérograde établit que la SLA débute au niveau du cortex, par son hyperexitabilité, et est
transmise a la moelle épiniére via un processus d’excitotoxicité glutamatergique (modifié d’apres Gee-
vasinga et al 2016).
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4. Objectifs du projet SLA

L’expertise acquise au cours de mon principal projet de thése, telle que les techniques
de tracage et d’enregistrements électrophysiologiques, ainsi que les nouvelles connaissances
acquises, permettent d’interroger le mécanisme de propagation de la SLA dans un modeéle
murin SOD1. Grace a une 4°™ année de thése financée par I’Association pour la Recherche
sur la SLA par, nous avons eu cette opportunité. La question que nous nous sommes posée
était de savoir si la fonctionnalité du CST était déja changée a des stades pré-symptomatiques
de la maladie, avant méme les atteintes tissulaires spinales et musculaires, afin de confirmer
(ou infirmer) I’hypothése de progression antérograde de la maladie.

Le projet principal de ma thése nous a permis conclure que le réle du CST était
hétérogene, ainsi que ses cibles. Nous avons donc la possibilité de mesurer deux fonctions de
la voie cortico-spinale (commande motrice et contrdle des entrées sensorielles), reposant sur
des relais spinaux différents, afin de disséquer plus en détails les voies affectées par cette

maladie. La question principale de ce projet était donc :

A quel moment les fonctions de la voie cortico-spinale sont-elles affectées au cours de la SLA ?

Pour cela, nous avions prévu d’évaluer, a différents stades de la pathologie si :

1. Le message cortical est véhiculé normalement jusqu'a la moelle épiniéere

2. Les fonctions du CST sont maintenues

Nous avons souhaité monitorer ces fonctions a plusieurs stades pré-symptomatiques
de la maladie, afin d’effectuer un décours temporel et ainsi évaluer la progression de I'atteinte
des CSN. La pandémie Covid-19 ne nous a permis d’étudier qu’un seul groupe, et nous avons
choisi de nous focaliser sur le temps P50, correspondant a un stade présymptomatique
« avancé ». A l’heure de I’écriture de ce manuscrit, nous avons seulement obtenu les résultats

du groupe contrdle (souris porteuses de la forme WT du transgéne).
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5. Matériels et Méthodes

5.1. Modéles animaux

Cette étude a été réalisée dans le strict respect des lois nationales et internationales
de bien-étre des animaux de laboratoire et d'expérimentation et a été préalablement
approuvée par le Comité d'éthique de Strasbourg (CREMEAS; CEEA35; numéro
d'accord/protocole de référence: APAFIS #12982 - 2017122217349941 v3). Les souches
suivantes de souris (males et femelles adultes) ont été utilisées: SOD1 G93A (appelées
SODmut) exprimant le géne de la SOD humaine avec la mutation G93A (B6SJL-
Tg(SOD1*G93A)1Gur/J, Jackson Laboratory), ainsi que leur contrdle : SOD1 (appelées SODwt)
qui expriment la forme sauvage de la SOD1 humaine (B6SJL-Tg(SOD1)2Gur/J, Jackson
Laboratory), fournies par le Dr. Marin Manuel (CNRS, Saint-Péres, Paris). Les souris ont été
hébergées au Chronobiotron (UMS3415, CNRS, Université de Strasbourg) conformément a la
convention européenne 2010/63/UE sur la protection des animaux utilisés a des fins
scientifiques. Pour toutes les chirurgies et enregistrements, les souris anesthésiées ont été
placées sur un coussin chauffant et maintenues a 36-37° et ont recu un gel protecteur sur les
yeux. A la suite des chirurgies avec réveil, les souris ont été maintenues sous une lampe
chauffante jusqu'a récupération puis soumises a une vigilance quotidienne la semaine suivant
I’opération. Toutes les souris ont été utilisées (reproduction ou expérience) avant I'apparition
du phénotype dommageable. Puisque dans ce modele, une perte de poids précéde
I'apparition de symptdmes moteurs, les animaux ont été soumis a une pesée réguliere (au

minimum bihebdomadaire) afin d’anticiper le déclenchement de la pathologie.

5.2.  Injections spinales

Des injections de 360l du virus « ChR2 rétro » (AAV-CAG-hChR2-H134R-tdTomato)

ont été réalisées dans les mémes conditions que pour le projet principal, au niveau du

segment lombaire de souris dgées de 4 semaines (voir Matériels et Méthodes p.51).
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5.3.  Enregistrement des volées descendantes

Les enregistrements des volées descendantes ont étés réalisées dans les mémes
conditions que pour l'enregistrement des DRPs (voir Matériels et Méthodes du projet
principal) mais sans effectuer la section des racines. Une électrode « boule d’argent » faite
d’un fil d’argent fondu a son extrémité a été mise en contact avec la surface de la moelle, au
niveau des colonnes dorsales (Alstermark & Pettersson 2014). Des photostimulations de 1ms
répétées toutes les secondes ont été réalisées au niveau du cortex, en suivant les coordonnées
du cortex HLA identifiées dans le projet principal. Les amplificateurs, filtres et logiciels utilisés
étaient les mémes que pour les enregistrements EMG. Les volées mesurées en réponse a 200
photostimulations corticales successives ont été moyennées pour I'analyse. L'amplitude de la
réponse a été mesurée sur un ajustement de la trace moyennée réalisé selon un modeéle
gaussien. Le pic de la réponse correspond donc au maximum de la gaussienne, et le délai de

réponse correspond au temps du pic.

5.4.  Enregistrement EMG

Les enregistrements des EMGs ont été réalisés dans les mémes conditions que celles

du projet principal (voir Matériels et Méthodes p.46).

5.5, Enregistrement DRP

Les enregistrements des DRPs ont été réalisés dans les mémes conditions que celles

du projet principal (voir Matériels et Méthodes p.48).

5.6.  Analyse

La présence ou l'absence d’une réponse (volées descendantes, EMG ou DRP) aux

stimulations corticale est déterminée par la mesure d’un Z-Score (voir Matériels et Méthodes

p.46) (Figure 24).
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Figure 24.Table de Z-Scores & compte-rendu des mesures

A-B Chaque ligne correspond a une souris. Les Z-Score des signaux EMG (gauche) et des volées
descendantes (droite), les scores > 1,96 correspondent a des réponses significatives, et donc a la
contraction du muscle ou au passage de signaux cortico-spinaux. C. Table de compte-rendu des
mesures effectuées. Pour les volées et les EMGs, nous distinguons les animaux sans réponses («0»,

Z-Score<1,96) de ceux avec une réponse («1», Z-score >1,96) et de ceux ou la mesure n'a pas été
possible («<PM»).

ZS : Z-Score, PM : Pas de Mesure
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6. Résultats

Afin de tester I'intégrité du message cortico-spinal, nous avons enregistré, en plus des
réponses EMG, les volées descendantes (Alstermark & Pettersson 2014), c’est a dire le
potentiel mesuré a la surface des colonnes dorsale, au-dessus du CST. Pour cela, nous avons
infecté spécifiguement le tractus cortico-spinal issue du cortex HLA en réalisant des injections
de « ChR2 rétro » dans le segment lombaire des souris. Les enregistrements ont été réalisés

environ 3 semaines apres, a p50, avant I'apparition de symptémes moteurs.

e Souris SODwt, surexprimant le gene de la SOD1 humaine sans la mutation G93A

Nous avons effectué les enregistrements sur 16 souris SODwt, en commencant par
'EMG (anesthésie kétamine/xylazine) puis en basculant vers une anesthésie gazeuse
(isoflurane) pour I'enregistrement des volées. Dans ce fond génétique (C57BL/6 x SJL), les
animaux sont plus petits que les souris CD1 utilisées dans le projet principal, et le taux de
mortalité a été plus important. Chez 4 animaux, nous n’avons pu faire aucun enregistrement,
et chez 5 autres animaux, nous n’avons pu effectuer que les EMG. Nous avons donc 12
enregistrements EMG pour les SODwt, dont 7 avec également les volées descendantes. Une
de ces 7 souris ne démontrait ni de signal EMG significatif, ni de volée descendante
significative en réponse a la stimulation des NCS; et 2 ne présentaient qu’une volée
descendante. Parmi les 5 animaux pour lesquels nous n’avons que I'enregistrement EMG, 1
ne présentait pas de signal significatif en réponse a la stimulation des NCS (Figure 24).

Chez les 6 souris SODwt avec une volée en réponse a la stimulation des NCS, celles-ci
atteignaient un pic environ 30 ms apres le début de la stimulation, avec une amplitude
moyenne de 3,27 uV (Figure 25 A-C). Chez ces souris, I'activation des NCS (avec une anesthésie
différente) a provoqué dans la majorité des cas (4/6) une réponse EMG significative.

Prise indépendamment des volées, la stimulation des NCS a provoqué une contraction
des muscles de la patte arriére controlatérale chez 8 des 12 animaux testés, avec un ratio S/B
d’une valeur moyenne de 1,71 (Figure 25D et E).

e Souris SODmut, surexprimant le gene de la SOD1 humaine avec la mutation G93A
Al’heure de I’écriture de ce manuscrit, je n’ai testé que 2 souris SODmut, dont seule 1 a permis
des enregistrements. Je ne commenterai donc pas ces données, ni ne les comparerai au

groupe controle.
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Figure 25. Transmission des signaux cortico-spinaux

A. Tracé représentatif des volées descendantes chez les souris SODwt (vert) et les souris SODmut
(orange). B. Distribution des amplitudes des volées descendantes pour les deux groupes. C. Distribu-
tion du temps d’apparition du pic des volées descendantes pour les deux groupes. D. Tracé représen-
tatif des réponses EMG chez les souris SODwt (vert) et les souris SODmut (orange). E. Distribution des
valeurs des ratios S/B pour les deux groupes.

S : Signal, B : Bruit
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7. Discussion

Ces résultats sont encore extrémement préliminaires, et nécessitent |'utilisation de
groupes de souris plus importants. De plus, un grand nombre des souris utilisées avaient une
résistance moindre aux anesthésies de longue durée utilisés pour ces expériences. Pour cette
raison, il n’a quasiment jamais été possible de réaliser les enregistrements de la PAD qui
étaient initialement prévus, et les enregistrements des volées n’ont pas pu étre
systématiques.

L'absence de corrélation entre 'amplitude des volées cortico-spinales et celles des
réponses EMG (coefficient de corrélation de Pearson R=-0,08, n=4 souris) laisse penser qu’au
moins un des deux parametres ne refléte pas quantitativement I'intégrité de la voie cortico-
spinale. Afin de disposer d’un parameétre supplémentaire, nous avons programmé de réaliser
I’étude histologique des tissus prélevés chez les animaux testés. Ainsi, nous pourrons vérifier
I’existence d’une corrélation entre la quantité de NCS exprimant la ChR2 et les volées ou les
EMGs. Cela nous permettrait de savoir quel est le parameétre le plus intéressant a mesurer

pour d’examiner la fonctionnalité du CST.
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Il. Projet collaboratif

1. Objectif du projet collaboratif

Dans le cadre de mon doctorat, nous avons été amenées a participer a un projet
collaboratif avec le Dr. Caroline Rouaux de I'INSERM et son groupe. Leur projet s’inscrit dans
I'objectif de tester la validité de I’hypothése antérograde de la SLA. Pour cela, leur étude a
consisté a observer I'impact de I'absence des neurones corticofuges sur I'évolution de la
maladie. L’ablation des neurones corticofuges dans un modeéle SOD a été réalisées grace a un
croisement des souris SOD1 G86R avec des souris KO Fezf2, dans lesquelles les neurones
corticofuges sont génétiquement absents. Cette étude a alors comparé I'évolution du
phénotype pathologique des souris développant la SLA en I'absence de neurones corticofuges,
avec des souris développant la SLA dans des conditions normales.

Pour que le phénotypage soit complet, ils ont souhaité suivre I’évolution du réflexe H
(témoin de I’hyperréfléxie observée chez les souris SOD1) dans leurs différents groupes de
souris. Nous avons aidé a mettre en place une stratégie d’enregistrement de ce réflexe qui a
été utilisé comme I'un des moyens de mesure de l'impact de I'absence des NCS sur la
propagation de la maladie. J’ai en outre développé (programmation sous Python) une
approche pour I'analyse des signaux électrophysiologiques enregistrés, et effectué la totalité

de ces analyses (détaillée dans la section Matériels et Méthodes ci dessous).

2. Matériels et Méthodes

2.1.  Enregistrement du réflexe H

Le réflexe H a été évalué alternativement sur les deux membres postérieurs (avec un
intervalle de trois semaines) de souris pré-symptomatiques agées de 80 et 105 jours (Lee et
al 2014). Les souris ont été anesthésiées avec une solution de kétamine/xylazine. Aprés
incision de la peau le long du fémur, les muscles ont été écartés et le nerf sciatique exposé.
Une électrode de stimulation cylindrique maison, permettant d’isoler le nerf des muscles, a
été placée autour du nerf. Une électrode d’'EMG a été placée dans les muscles abducteurs
digiti minimi et les enregistrements ont été obtenus avec un amplificateur (Digitimer Ldt, DS3)

(Figure 26A.).
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Figure 26. Techniques d’enregistrement et analyse du réflexe H

A. lllustration du montage expérimental. Une électrode bipolaire est insérée dans un tube isolant le
nerf des muscles. Le résultat de la stimulation est enregistré par une électrode d’'EMG placée dans la
patte. B. Superposition de 10 traces successives issues d'un train de stimulations. Mesure des
voltages minimum et maximum dans la zone de bruit (points bleus) et dans la zone de signal (points
rouges). C. Vérification de la présence de persistance du signal lors d'une augmentation de la
fréquence de stimulation. Si le nombre de réponses diminue, il s'agit bien d’un réflexe H.
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Une premiere stimulation de 0,2 ms a 0,1 Hz a été initialement appliquée, suivie d'une
augmentation progressive de l'intensité du courant. Ce protocole nous a permis de trouver
I'intensité minimale et maximale pour susciter une réponse M, afin de fixer l'intensité de
stimulation a environ 50% de la réponse M. Pour chaque animal, nous avons testé la présence
ou l'absence du réflexe H en effectuant 10 stimulations du nerf sciatique a 0,1 Hz, 0,2 Hz, 0,5

Hz et 1 Hz.

2.2.  Analyse des signaux

Le programme Python que j'ai développé mesure, pour chacune des 10 traces,
I'amplitude maximale du bruit, sur une fenétre de 1 ms entre la stimulation et I'onde M
(ABruit). De facon similaire, il mesure I'amplitude du réflexe H comme la valeur maximale de
I'enregistrement sur une fenétre de 1 ms située entre 5 et 8 ms aprés la stimulation
(ARéponse). La moyenne et |'écart type du ABruit ont été mesurés a partir des 10 valeurs de
ABruit obtenues a partir des 10 traces successives pour chaque animal, et utilisées pour

calculer les Z-scores (voir section Matériels et Méthodes p.46) (Figure 26B.).

Le réflexe H et les ondes F partagent certaines propriétés électrophysiologiques, mais
la persistance de I'onde F, définie comme le nombre de réponses significatives divisée par le
nombre de stimuli, est généralement indépendante de la fréquence de stimulation, ou tend a
augmenter uniquement au-dessus des taux de stimulation de 1 a 2 Hz (Fierro et al 1991,
Mesrati & Vecchierini 2004). Pour nous assurer que le signal observé était un réflexe H, nous
n'avons pris en compte que les signaux montrant une diminution de cette valeur de
persistance. On a considéré que les souris présentaient un réflexe H lorsqu'au moins une des

deux jambes était positive (figure 26C.).
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3. Résultats

(Burg et al 2020)
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Absence of Subcerebral Projection
Neurons Is Beneficial in a Mouse Model of
Amyotrophic Lateral Sclerosis

Thibaut Burg, PhD ! Charlotte Bichara, MSc,? Jelena Scekic-Zahirovic, MD, PhD,’
Mathieu Fischer, MSc ®,'T Geoffrey Stuart-Lopez, MSc," Aurore Brunet, MSc,’

Francois Lefebvre, MD, PhD,® Matilde Cordero-Erausquin, PhD,? and

Caroline Rouaux, PhD @1

Objective: Recent studies carried out on amyotrophic lateral sclerosis patients suggest that the disease might initiate
in the motor cortex and spread to its targets along the corticofugal tracts. In this study, we aimed to test the
corticofugal hypothesis of amyotrophic lateral sclerosis experimentally.
Methods: Sod19%R and Fezf2 knockout mouse lines were crossed to generate a model that expresses a mutant of the
murine Sod1 gene ubiquitously, a condition sufficient to induce progressive motor symptoms and premature death,
but genetically lacks corticospinal neurons and other subcerebral projection neurons, one of the main populations of
corticofugal neurons. Disease onset and survival were recorded, and weight and motor behavior were followed longitu-
dinally. Hyper-reflexia and spasticity were monitored using electromyographic recordings. Neurodegeneration and
gliosis were assessed by histological techniques.
Results: Absence of subcerebral projection neurons delayed disease onset, reduced weight loss and motor impair-
ment, and increased survival without modifying disease duration. Absence of corticospinal neurons also limited pres-
ymptomatic hyper-reflexia, a typical component of the upper motoneuron syndrome.
Interpretation: Major corticofugal tracts are crucial to the onset and progression of amyotrophic lateral sclerosis. In
the context of the disease, subcerebral projection neurons might carry detrimental signals to their downstream targets.
In its entirety, this study provides the first experimental arguments in favor of the corticofugal hypothesis of
amyotrophic lateral sclerosis.

ANN NEUROL 2020;00:1-15

myotrophic lateral sclerosis (ALS) is a devastating

neurodegenerative disease characterized by rapidly
progressing muscle atrophy and paralysis, leading to death
within only 2 to 5 years of diagnosis. Clinically and histo-
logically, ALS is defined as the progressive loss of two neu-
ronal populations: corticospinal and corticobulbar neurons
(CSN) in the motor cortex, and spinal and bulbar

motoneurons (MN) in the brainstem and spinal cord.!
This duality has fostered a long-standing debate regarding
the disease origin along the corticospinomuscular axis.”
Jean-Martin  Charcot, who first described ALS,
suggested a cortical origin and a propagation from the
motor cortex to the spinal cord.” Comprehensive clinical
examination of patients unraveled signs highly suggestive
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of a cortical origin, such as the split hand syndrome and
typical gait abnormalities.* Meanwhile, transcranial mag-
netic stimulation studies identified early hyperexcitability
of the motor cortex that is negatively correlated with sur-
vival and manifests before disease onset, pointing again to
a potentially initiating role of the motor cortex.” Cortical
hyperexcitability has been proposed to translate into gluta-
matergic excitotoxicity to downstream targets of the CSN,
ie, spinal and bulbar MN, providing a first possible mech-
anism for propagation.4 More recently, staging of the
TAR DNA binding protein (TARDBP; also known as
TDP-43) pathology,® a histopathological burden that
characterizes most ALS patients, led to the emergence of
the so-called corticofugal hypothesis, which proposes a
motor cortical origin of the disease and a direct, monosyn-
aptic dissemination of misfolded TDP-43 proteins in a
prion-like manner.” Although supported by several neuro-
imaging studies (reviewed by Brunet and colleagues®),
corticofugal propagation cannot be assessed in patients.
We thus reasoned that mouse genetics could prove useful
to address a potential cortical origin and corticofugal prop-
agation of ALS directly.

In rodents, as in humans, corticofugal projections
arise from two populations: corticothalamic projection
neurons and subcerebral projection neurons (SubCerPN)
that include the disease-relevant CSN.”"1° Although major
differences exist between primates and rodents regarding
the route of the corticospinal tract and the connectivity of
CSN onto alpha motoneurons, many mouse models of
ALS  recapitulate  CSN  or SubCerPN  degeneration
(reviewed by Brunet and colleaguess). Likewise, we
recently showed that Sod1“**F mice display pres-
ymptomatic CSN degeneration and a somatotopic rela-
tionship between CSN and spinal motoneuron
degeneration,'" as reported in ALS patients.'”

Here, we sought to test the contribution SubCerPN
to ALS by taking advantage of the Fezf2 knockout mice
that develop in the absence of SubCerPN.'? These ani-
mals lack the gene encoding the transcription factor Fezf2
(Fezl, Zfp312) that is both necessary14 and sufficient to
instruct birth and specification of CSN and other Sub-
CerPN. 1510 Fezﬂ_/_ 13
defects of cortical interneuron lamination and unbalanced

mice are hyperactive, > present
cortical activity,'” and fail to feed on solid food."? How-
ever, when fed soft food, Fezf2~'~ mice do not display
any major motor phenotype: they walk and reproduce.
We crossbred the Sod1%*F and Fezf2™'~ mouse lines to
generate a model ubiquitously expressing the Sod1“*°%
transgene, a condition sufficient to develop an ALS-like
phenotype,18 but entirely lacking CSN and other Sub-

CerPN, hence challenging the definition of ALS.

An initial report of the findings presented here was
published as a preprint on bioRxiv."”

Materials and Methods

Animals

All animal experiments were performed by authorized investiga-
tors and approved by the local ethical committee of Strasbourg
University (CREMEAS, agreement #00738.01). Animals, kept 2
to 5 per cages, were housed in the animal facility of the Faculty
of Medicine of Strasbourg, with a regular 12 hour/12 hour light/
dark cycle, in constant conditions (21 + 1°C; 60% relative
humidity). Food and water were accessible ad libitum. FezJQ_/_
mice'® were obtained from the Arlotta Laboratory. Sod1“%°%
males'® were crossed with Fezf2+/_ females, and F1 FEZJQ+/
“/Sod17%°® males were crossed with Fezf2"'~/WT females to
obtain Fegf2"""/WT (WT, n = 23); Fezf2”"IWT (KO, n = 22);
Fezf2"* 1S0d19%°% (Sod1, = 14); and Fegf2™'~/Sod17** (KO/
Sodl, n = 17). Males were used for survival, behavior, and histol-
ogy. Males and females, in equal proportions, were used for H-
reflex (n = 6 W7, n = 6 KO, n = Sodl, and n = KO/Sodl) and
histology (75 days: n =6 W7, n=5 KO, n = 6 Sodl, and n = 3
KO/SodI; and 105 days: n = 6 W7, n = 4 KO, n = 8 Sodl, and
n = 5 KO/SodlI).

Quantitative PCR Analyses

Tissue harvesting, RNA extraction, and qPCR were performed as
described by Scekic-Zahirovic and colleagues™ using the follow-
ing primers: Gusb, forward, 5'-CGAGTATGGAGCAGACGCA
A-3" and reverse, 5-AGCCTTCTGGTACTCCTCACT-3;
Actb, forward, 5-ATGTGGATCAGCAAGCAGGA-3' and
reverse, 5'-AGCTCAGTAACAGTCCGCCT-3/; Hsp90ab1, for-
ward, 5'"-TACTACTCGGCTTTCCCGTCA-3' and reverse, 5'-
CCTGAAAGGCAAAGGTCTCCA-3'; Fezf2, forward, 5'-GT
GCGGCAAGGTGTTCAATG-3" and reverse, 5'-CAGACTTT
GCACACAAACGGT-3'; Sodl, forward, 5'-GAGACCTGGGC
AATGTGACT-3' and reverse, 5'-GTTTACTGCGCAATCCC
AAT-3'; and ChAT, forward, 5-CTGGCCACCTACCTTC
AGTG-3' and reverse, 5'-CCCCAAACCGCTTCACAATG-3'.

Motor Tests and Regression Analyses

Mice were trained from 5 to 8 weeks of age and followed from
9 weeks until death. Motor coordination, endurance, muscle
strength, and mouse gait were assessed as previously described.*
Multiple linear regression analyses were run on R v.3.4.3 with all
the relevant packages to include weight and speed as con-
founding variables. Normality of distributions was tested using
the Shapiro—Wilk or the Kolmogorov—Smirnov test and assessed
graphically using a normal quantile plot.

Electromyography, H-Reflex, and Tail Long
Lasting Reflex Recordings

All recordings were performed with a standard electromyographic
apparatus (Dantec Dynamics, Skovlunde, Denmark) as previ-
ously described.”’ Tail spasticity of end-stage mice was deter-
mined and quantified as previously described.” Signal intensities
were measured before and after stimulation, using Image] (US,
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National Institutes of Health, Bethesda, MD). The H-reflex was
assessed on presymptomatic mice aged 80 and 105 days (first
and second hindlimb, respectively), by modifying a previously
described method,?> with stimulation of the sciatic nerve and
recording in the abductor digiti minimi muscles. The amplitude
of the H-reflex, as the peak—trough value of the recording on a
1 millisecond window situated at the expected latency for the H-
reflex, was measured between 5 and 8 milliseconds after stimula-
tion. Mice were considered to display an H-reflex when at least
1 of the 2 hindlimbs was positive.

Retrograde Labeling of the CSN and Histological
Procedures
CSN were retrogradely labeled with Fluorogold as previously
described.'* Animals were transcardially perfused with 4% para-
formaldehyde (PFA) as described.?® Nervous tissues were cut
into 40-pm-thick vibratome sections (Leica Biosystems, Wetzlar,
Germany). Sections were blocked for 30 minutes with 5% horse
serum and 0.5% Triton X-100, incubated with primary antibody
overnight, rinsed in phosphate-buffered saline and incubated for
2 hours with secondary antibody (1/500, Jackson Immuno-
research, West Grove, PA).

For immunohistochemistry, sections were pretreated for
10 minutes in 3% H,0, and revealed upon 1 hour incubation
in Vectastain ABC Kit (Vector Laboratories, Burlingame, CA)
with 0.075% 3,3'-diaminobenzidine (Sigma-Aldrich, St Louis,
MO) and 0.002% H,0, in 50mM Tris—=HCI. Primary anti-
bodies were as follows: goat anti-ChAT (AB144P, 1/50), mouse
anti-parvalbumin (MAB1572,1/500), and goat anti-calretinin
(AB1550,1/1000) (Millipore, Butlington, MA); rat anti-CTIP2
(AB18465, 1/100), mouse anti-P62 (AB56416, 1/100), goat
and-TPH2 (AB121013, 1/500), and goat anti-Ibal (AB5076,
1/100) (Abcam, Cambridge, UK); rabbit anti-synaptophysin
(578, 1/100) and rabbit anti-neurofilament (NF575, 1/100)
(Eurogentec, Seraing, Belgium); mouse anti-CRYM (AA215-
314,1/100, Abnova, Taipei, Taiwan); rabbit anti-GFAP (Z0334,
1/200, Dako, Agilent, Santa Clara, CA); rat antd-TDP-43
(10782-2-AP,1/500, Proteintech, Rosemont, IL); and mouse
anti-calbindin ~ (C9848,1/500) and rhodamine-conjugated
a-bungarotoxin (T0195, 1/500) (Sigma-Aldrich). Lumbar MN
were counted on six sections, interneurons on four sections, and
serotonergic neurons on one coronal section (bregma
—4.72mm). Approximately 100 NM] were examined per animal.
Images were captured using an Axiolmager M2 microscope
equipped with a structured illumination system (Apotome, Zeiss,
Oberkochen, Germany) and a high-resolution B/W camera
(Hamamatsu, Iwata, Shizuoka, Japan), and run by the ZEN 2

software (Zeiss).

Statistical Analysis

Data are presented as the mean + SEM. Analyses were performed
in GraphPad Prism v.6 (GraphPad Software, San Diego, CA),
using Student 7 test, 1-way and 2-way analysis of variance
(ANOVA), followed by Tukey’s multiple comparisons post hoc
test, the log-rank test (Mantel-Cox), Grubbs’ test and Fischer’s
exact test. Results were considered significant when p < 0.05.
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Results

Generation of the Fezf2~/~; Sod1%2¢R Mice

To test the contribution of the cerebral cortex to ALS, we
generated a mouse line overexpressing the mutant
Sod17%°® transgene but lacking SubCerPN, by crossbreed-
ing Sod1“®°® to Fezf2™'~ mice. We obtained four geno-
types: Fezf2*'* and non-transgenic (W7), Fezf2™'~ and
non-transgenic (KO), Fez_}?”+ and Sod19%°F (SodI), and
Fezﬁ_/_ and Sod19%R (KO/SodI) (Fig 1). Fluorogold
injection into the cervical portion of the dorsal funiculus
confirmed the absence of retrogradelly labeled CSN, a
subpopulation of SubCerPN, in the motor cortex of KO
mice compared with W7. Immunostaining of CTIP2 fur-
ther confirmed the absence of layer V SubCerPN in KO
and KO/Sod!I animals compared with their W7 and Sodl
littermates. To verify that absence of Fegf2 expression had
no effect on Sodl expression or on spinal MN generation,
we ran qPCR analyses. Upregulation of SodI expression
was verified in Sodl and KO/Sod1 animals and did not dif-
fer between the two genotypes, neither in the cerebral cor-
the of the

motoneuronal marker Chat was not significantly different

tex nor in spinal cord. Expression
between any of the four genotypes. Together, the data
suggest that KO/Sodl mice represent a good model to
study the impact of SubCerPN on the onset and progres-
sion of the ALS-like phenotype, and to test the

corticofugal hypothesis.

Absence of SubCerPN Delays Disease Onset and
Death

To examine the consequences of the absence of projec-
tions from the cerebral cortex to its main subcerebral tar-
gets, we followed Sodl and KO/Sodl mice and their
controls (Fig 2). The 75-day-old KO and KO/Sodl mice
were lighter than W7 and SodI mice, but their body mass
index was comparable (data not shown), indicating that
KO and KO/Sodl mice were smaller but not thinner than
their W7 and Sodl littermates. As opposed to W7 and
KO mice, Sodl and KO/Sodl mice prematurely stopped
gaining weight. Using weight peak as the disease onset, we
observed that KO/SodI mice presented a significant delay
of disease onset compared with their SodI littermates
(median: 107.5 vs 159 days; p = 0.0070). Likewise, sur-
vival of the KO/Sodl mice was increased compared with
that of SodI mice (median: 130 vs 183 days; p = 0.0083),
but the overall disease duration was not significantly dif-
ferent. Finally, the weight loss during the course of the
disease was significantly smaller for the KO/SodI mice
than for the Sodl mice (36.45 + 1.82 vs 25.07 + 1.68%j;
2 <0.0001), in accordance with an arrest of weight gain
rather than a clear weight loss and an increased survival.
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FIGURE 1: Generation of a mouse model overexpressing the Sod1%¢R transgene but lacking all subcerebral projection neurons
(SubCerPN), including the corticospinal neurons (CSN). (A) Schematic diagram of the crossbreeding of the Sod1%8R and Fezf2 =/~
mouse lines to generate four genotypes of interest: WT, KO, Sod1, and KO/Sod1. (B) Retrograde labeling of the CSN from the
spinal cord of KO animals (right) and WT (left), showing absence of CSN in KO mice. n = 5 for all genotypes. (C) Representative
images of brain coronal sections, at the level of the motor cortex, showing CTIP2 immunolabeling of layer V SubCerPN and of
layer VI corticothalamic projection neurons (CThPN) in WT and Sod1 mice, and confirming the absence of cortical layer V
SubCerPN from the KO and KO/Sod1 animals. n = 3 for all genotypes. (D) Quatitative PCR analysis of Fezf2, Sod1, and Chat
expression in the cerebral cortex and spinal cord of 75-day-old animals, indicating that absence of Fezf2 does not affect Sod1 or
Chat expression; 2-way ANOVA; n =4 WT, n =4 KO, n = 4 Sod1, and n = 2 KO/Sod1; ***p < 0.001. Scale bars: 400pum in upper
panels and 200pm in lower panels of B; and 250pum in C. [Color figure can be viewed at www.annalsofneurology.org]

Together, the data indicate that in the Sod! G86R mouse
model of ALS the absence of SubCerPN is beneficial.

Absence of SubCerPN Attenuates Motor
Impairment

Next, we tested whether absence of SubCerPN could ame-
liorate motor performances and used linear regression
analysis with the weight as a covariable to compare the
animals both at the beginning and over the course of the
experiment (origin and slope, respectively; Table S1). On
the grip test and rotarod, Sodl and KO/Sodl mice rapidly
showed reduced performances, but KO/Sodl mice were
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affected later than their SodlI littermates and maintained
higher performances over time than their Sod! littermates
(Fig 2). On the inverted grid, KO and KO/Sod!1 mice ini-
tially displayed more difficulties in opposing their gravita-
tional force compared with W7 and Sodl mice. Yet,
although W7 and KO animals maintained their hanging
time throughout all the repetitive assessments, So#I and
KO/Sod!1 gradually decreased their performances. How-
ever, this decrease occurred later and in a more moderate
manner in KO/Sod1 versus Sodl animals.

Linear regression analyses of the gait recorded on a
CatWalk device using weight and speed as covariates
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FIGURE 2: Absence of subcerebral projection neurons (SubCerPN) delays onset, prevents weight loss, prolongs survival, and
slows the decline of motor capacities. (A) Bar graph representing the average weight of the four groups of mice at the
beginning of the survival study (75 days); 1-way ANOVA. (B) Graphical representation of the evolution of the weight over time
for the four genotypes. Note that although Sod71 mice clearly lost weight, KO/Sod1 mice instead stopped gaining weight;
linear mixed effects model. (C) Bar graph representing the percentage of weight lost throughout the course of the disease;
Student unpaired t test. (D, E) Kaplan—Meier plots of disease onset, defined as the time when animals stopped gaining weight
(D), and survival (E) in days, for Sod1 and KO/Sod1 mice; log-rank test (Mantel-Cox). (F) Bar graph representing disease
duration in days; Student unpaired t test. (G-l) Graphical representation of motor capacities over time, in days, on the grip
strength test (G), the rotarod test (H), and the inverted grid test (I); linear mixed effects model. (J-L) Kaplan-Meier plots of grip
strength score >150g (J) and maximal latency to fall from the rotarod (K) or from the inverted grid (L); log-rank test (Mantel-
Cox). (M-0) Linear regression analysis conducted using the weight as covariate; the comparisons represented here are those of
the slopes. For all data, n = 23 WT, n = 22 KO, n = 14 Sod1, and n = 17 KO/Sod1; *p < 0.05, *#*p < 0.01, ***p < 0.001; NS,
nonsignificant. [Color figure can be viewed at www.annalsofneurology.org]
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FIGURE 3: Absence of subcerebral projection neurons (SubCerPN) ameliorates gait parameters recorded on CatWalk. (A-L)

Linear regression analyses were used to model overall evolution

of the groups of animals, taking into account the individual

progressions of each mouse over time. Weight was used as a covariate in A and B, and weight and speed were used as
covariates in C-L. Individual mouse traces were removed from B-L to ease visualization of the regression curves (compare B with

A). The comparisons represented here are those of the slopes. For
Sod1; *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001; NS, nonsignificant. [Colo|

identified 3 parameters significantly different between W7
and KO animals over time, and not between W7 and
Sod1 animals, probably reflecting the consequences of the
absence of CSN (W7 versus KO; see Table S1). We also
identified 15 parameters significantly altered in Sodl ver-
sus W7 mice during disease progression (see Table S1).
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Amongst them, 10 were also significantly different in Sod!
versus KO/Sod I animals (Fig 3). Of those, two parameters
showed opposite effects between absence of Fezf2 and

Al G86R

overexpression of So , whereas eight parameters

instead showed a genuine amelioration of the Sod! pheno-

type in the absence CNS (KO/Sodl vs Sodl). Overall,
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CatWalk analysis indicated that the absence of CSN ame-
liorated a set parameters affected in Sodl G8R animals as
disease progressed. Together, the data confirmed the bene-
ficial effects of the absence of SubCerPN on motor

G86R

impairment in Sod! mice.

Absence of CSN Minimizes Spinal MN Loss and
Neuromuscular Junction Denervation without
Modifying Other Pathological Hallmarks of ALS
We also investigated the spinal cord of end-stage animals,
for its relevance to ALS but also as the target of CSN.
Staining for GFAP and IBAI revealed astrogliosis and
microgliosis in the lumbar spinal cord of Sod! and KO/
Sodl animals, without any difference between the two
genotypes (Fig 4). Labeling of the autophagy marker P62/
SQTM1 revealed a healthy, homogeneous cytoplasmic
staining in both W7 and KO mice and large, stellate-like
inclusions in SodI and KO/Sodl mice, with similar occur-
rence and intensity. Immunolabeling and counting of the
ChAT"™ MN revealed a mild decrease of their somas in
Sodl mice, as reported,21 and maintenance of a bigger
pool of MN in KO/Sodl versus Sodl animals
(8.456 + 0.49 vs 6.152 + 0.57; p = 0.0306). Neuromus-
cular junction (NM]J) labeling and rating indicated that
KO/Sod1 animals had 2 times as many innervated NM]J as
Sodl animals by disease end-stage (23.8 £ 4.87% vs
11.34 £ 3.12%; p = 0.0239). Overall, the data show that
the absence of cortical afferents to the spinal cord partly
protects against Wallerian degeneration of the MN with-
out modifying levels of spinal gliosis and dysregulation of
autophagy.

Neither Sod1%8¢R Overexpression nor Absence
of SubCerPN Modifies TDP-43 Subcellular
Localization

The corticofugal hypothesis of ALS was proposed upon
staging of the TDP-43 pathology.®” Although TDP-43
aggregates have not been reported in SODI ALS

G86R __.
mice has,

patients,”* their putative occurrence in Sodl
to our knowledge, not been evaluated. To test whether
increased survival and partial protection of MN in KO/
Sod1 animals was correlated with altered TDP-43 subcel-
lular localization, we performed immunolabeling on end-
stage animals and controls. Colocalization analyses in
CRYM" SubCerPN of the motor cortex of W7 and Sod1
animals indicated that Sod1“%F overexpression was not
associated with nuclear depletion of TDP-43 or occur-
rence of TDP-43" aggregates (Fig 5). No difference in
TDP-43 immunoreactivity could be observed in the sur-
rounding cortical environment either. In the spinal cord,
we failed to detect any difference in TDP-43 immunore-

activity in CHAT®* MN or in their surrounding
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environment across genotypes. Together, the data suggest
that in the Sod1“**® mouse model of ALS, the detrimen-
tal message carried along the corticofugal tracts probably
does not take the form of TDP-43" aggregates.

Absence of CSN Positively Impacts Hyper-
Reflexia but Not Spasticity
In humans, degeneration or lesion of the corticospinal
tract results in appearance of the upper motoneuron syn-
drome,?® a series of signs that include muscular weakness,
decreased motor control, hyper-reflexia, including spastic-
ity, and clonus.”® In ALS patients, spasticity is typically
evaluated using the modified Ashworth Scale, which mea-
sures the resistance to a passive soft-tissue stretching per-
formed by the physician.”” Hyper-reflexia instead is
observed clinically as a hyperactive deep tendon reflex and
electrophysiologically as an increase of the monosynaptic
spinal reflex activity revealed by an increase of the ratio
between the short-latency Hoffman’s reflex, or H-reflex,
to compound muscle action potentials (H/M ratio).”® In
rodents, assessment of the tail long lasting reflex (LLR)
after cutaneous stimulation is accepted as a simple method
to assess spasticity in awake animals,” and the H/M ratio
is used to evaluate hyper-reflexia and is correlated with
spasticity.””?® We reasoned that the mouse line that we
generated could contribute to evaluate the role of CSN in
the modulation of spinal network excitability involved in
hyper-reflexia and spasticity in an ALS-related context.
We

ymptomatic anesthetized mice to detect the H-reflex upon

ran electromyographic analyses on pres-
stimulation of the sciatic nerve and recording of the
abductor digiti minimi muscle. We detected an H-reflex
in fractions of Sodl and KO/SodI groups of animals, but
never in the W7 or KO animals (Fig 6). Thus, the H-
reflex developed only in Sod1%*®® animals, independently
of the presence of CSN and, counterintuitively, the
absence of CSN, per se, was not sufficient to trigger an
H-reflex. Evaluation of the proportions of animals pre-
senting an H-reflex did not reveal any significant differ-
ence between Sodl and KO/Sodl at this age. However,
measurement of the H/M ratio among the animals dis-
playing an H-reflex showed a significant reduction in KO/
Sodl animals compared with their Sod! litctermates. This
suggests that, at presymptomatic ages, absence of CSN
limits hyper-reflexia. To further evaluate spasticity, we
assessed the tail LLR in awake and fully paralyzed (end-
stage) animals.?>?%3! Sod1 and KO/Sod1 animals could be
subdivided into spastic and nonspastic, but the relative
proportions of each or intensity of the response to the
stimulation were not significantly different between Sod1
and KO/Sodl mice, suggesting that absence of CSN is

not sufficient to prevent the manifestation of spasticity in
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FIGURE 4: Absence of corticospinal neurons (CSN) partly prevents degeneration of the motoneuron (MN) cell bodies and
neuromuscular junction (NMJ) dismantlement. (A-D) Representative immunostaining images of the ventral horn of the lumbar
spinal cord from end-stage Sod?1 and KO/Sod1 mice and their age-matched WT and KO littermates labeled with GFAP (A), IBA1
(B), P62 (C), and choline acetyltransferase (ChAT; D). (E) Bar graph representing the average number of ventral ChAT* neurons
per lumbar spinal cord hemi-section; 1-way ANOVA; n = 6 WT, n = 6 KO, n = 8 Sod1, and n = 10 KO/Sod1. (F) Representative
maximum-intensity projection images of z-stacks of typically innervated, partly or fully denervated NMJs from end-stage Sod1
and KO/Sod1 mice and their age-matched WT and KO littermates. (G) Bar graph representing the average proportions of
innervated (dark gray), partly denervated (medium gray) and fully denervated (light gray) NMJs for each genotype; 2-way
ANOVA followed by Tukey multiple comparisons test; n = 6 animals per genotype. **p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001; NS,
nonsignificant. Scale bars: 100pm in A-D; 20pm in F. [Color figure can be viewed at www.annalsofneurology.org]
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FIGURE 5: TDP-43 subcelluar localization is not modified in the absence of subcerebral projection neurons (SubCerPN) or
with the expression of Sod19%é%. (A) Representative images of coronal sections of the motor cortex of end-stage Sod1 and
age-matched WT mice, showing nuclear localization of TDP-43* (green) in CRYM" (purple) SubCerPN. (B) Representative
images of lumbar spinal cord hemi-sections of Sod1 and KO/Sod1 mice at end-stage and their age-matched WT and KO
littermates, showing nuclear TDP-43 (green) within ChAT" (red) motoneurons. n = 5 per genotype. Scale bar: 100 and 20pm
in close-ups. [Color figure can be viewed at www.annalsofneurology.org]

119 9


http://www.annalsofneurology.org

ANNALS of Neurology

end-stage animals. Together, the data indicate that hyper- nuclei throughout the course of the disease in Sodl and
reflexia arises presymptomatically in Sod! G86R mice and KO/Sod] animals compared with controls (Fig 7). As
that absence of CSN decreases this particular feature of reported,’’ end-stage Sodl mice displayed significant loss
spasticity. In contrast, spasticity assessed by LLR in end- of TPH2" neurons compared with W7. Likewise, we
stage Sod17*°® animals does not appear to be modulated observed significant loss of TPH2" neurons in end-stage
by CSN. In addition to the absence or the gradual loss of KO/Sod!I mice compared with W7, but no significant dif-
CSN, other mechanisms might account for the occurrence ference between SodI and KO/SodI animals. At younger
of hyper-reflexia and spasticity in mice. ages, no significant difference could be detected across the

different groups of mice. Together, the data indicate that
absence of CSN and other SubCerPN does not affect sur-

End- icity i I ith L f
nd-Stage Spasticity is Correlated with Loss o vival of the serotonergic neurons and that occurrence of

Serotonergic Neurons and of Recurrent LIR i J ol 1d I . !
'nh’-b’-t’.on Onto MN 1n en —stage animals could, at least 1n part, result

from the late loss of serotonergic neurons.
raspinal controls, and more particularly serotonergic To determine whether absence of CSN' could affect
22,31-33 the populations of inhibitory spinal IN in KO and KO/

Emergence of spasticity could arise from altered sup-

inputs, and from spinal network rearrangements.

We thus tested whether absence of SubCerPN could affect Sod1 animals compared with controls, we labeled and

the population of TPH2" neurons present in the raphe quantified ~ parvalbumin- (PV), calretinin-  (CR) and
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FIGURE 6: Absence of corticospinal neurons (CSN) minimizes presymptomatic hyper-reflexia but not end-stage spasticity. (A)
Representative electromyographic traces of the muscular response of the abductor digiti minimi muscle upon sciatic nerve
stimulation. Arrows indicate H-reflex in presymptomatic Sod1 and KO/Sod1 mice; n = 6 WT, n = 6 KO, n = 8 Sod1, and n = 10
KO/Sod1. (B) Pie charts representing the percentage of animals with an H-reflex amongst Sod1 (top) and KO/Sod1 (bottom)
animals; Fischer exact test. (C) Bar graph representing the averaged ratios of the amplitude of the H-reflex and M-wave upon
repeated stimulations at 0.1 and 0.2Hz, in Sod1 and KO/Sod1 mice; n = 3 Sod1 and n = 3 KO/Sod1; 2-way ANOVA. (D)
Representative electromyographic recordings of the tail muscle upon stimulation of end-stage, fully paralyzed and awake Sod1
mice. Spasticity-related tail long-lasting reflex (LLR; right panels) can be observed upon stimulation (red arrow) in subgroups of
animals. (E) Pie charts representing the percentage with an LLR amongst Sod1 (top) and KO/Sod1 (bottom) animals; Fischer
exact test; n = 8 SodTand n = 11 KO/Sod1. (F) Signal-to-noise intensity ratios of the LLR calculated from measurements made in
dotted boxes in D; Student unpaired t test; n = 4 Sod1 and n = 7 KO/Sod1; *p < 0.05. [Color figure can be viewed at www.
annalsofneurology.org]
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calbindin- (CB) positive IN present in the lumbar spinal
cord of 105day-old and end-stage animals and their age-
matched control littermates. The populations of PV* and
CR" IN in laminae IV-IX were found to be unchanged
across genotypes and ages (Fig 8A-D). In contrast, CB"
IN present in the ventral horn of the spinal cord, which
include the subpopulation of Renshaw cells that exert
recurrent inhibition onto MN,>* were decreased in end-
stage Sodl and KO/Sodl animals in comparison to their
WT and KO littermates (p = 0.0110 between KO and
KO/Sodl and p = 0.0900 between W7 and SodI; see
Fig 8E,F). Overall, the results indicate that the absence of
CSN does not modify the populations of spinal inhibitory
IN and that Sod1¢5¢% transgene expression leads to a late
loss of CB" IN, which could account for spasticity at late
stages of the disease.

Discussion

In this study, we demonstrated that absence of SubCerPN
delayed disease onset, extended survival, and improved
clinical conditions of a mouse model of ALS, providing
the first experimental arguments in favor of the

corticofugal hypothesis.

Burg et al: Corticofugal Hypothesis of ALS

Contribution of the Cerebral Cortex and its
Outputs to ALS

Although the origin of ALS remains debated,” evidence
from neurophysiological and pathological studies con-
ducted on patients®” are nourishing a revival of interest in
Charcot’s initial view of ALS as a primary cortical impair-
ment.” Whether disease propagation relies on altered neu-
ronal excitability and subsequent excitotoxicity’ or on
prion-like propagation of misfolded proteins,” both
schools of thought agree on a common cortical origin and
propagation along the corticofugal tracts.* However, the
hypothesis cannot be tested directly in patients. Although
the corticomotoneuronal system has undergone major
modifications with evolution,? corticothalamic and Sub-
CerPN  populations are remarkably well conserved
between mice and humans, as opposed to the commissural
and associative projection neuron populations.3 > Further
support for the appropriateness of rodents to study the
cortical contributions to ALS is provided by their ability
to recapitulate CSN or SubCerPN degeneration.® In the
Sod19%°F mouse model, CSN precedes MN degeneration
and NMJ denervation."' Thus, rodent models and
Sod1%®*® mice in particular seem suitable to assess the
contribution of SubCerPN to ALS.
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FIGURE 7: Absence of subcerebral projection neurons (SubCerPN) does not prevent the late loss of serotonergic neurons in the
raphe nuclei. (A) Schematic diagram of the coronal section selected for TPH2* neuron labeling and counting. (B) Representative
images of TPH2 immunoreactivity in the brainstem (dorsal and median raphe) of end-stage mice. (C) Bar graph representing the
average number of TPH2" neurons, over time (75 and 105 days and end-stage [ES]), in WT (n = 6, 6, and 4, respectively), KO
(n =5, 4, and 4, respectively), Sod1 (n = 6, 8, and 4, respectively), and KO/Sod1 (n = 3, 5, and 11, respectively) mice; 2-way
ANOVA followed by Tukey multiple comparisons test; *p < 0.05, **p < 0.01. Scale bar: 300pm. [Color figure can be viewed at

www.annalsofneurology.org]
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Absence of SubCerPN Delays Onset and
Extends Survival without Increasing Disease
Duration

Crossbreeding of Sod! G86R and Fezﬂ_/_ mouse lines gen-

erated animals ubiquitously expressing Sod! G8R byt lac-

onset and increased survival without modifying disease
duration. The results are highly reminiscent of an elegant
study by Thomsen and colleagues,®® who knocked down
SODI1%%* in the posterior motor cortex of transgenic rats
using AAV9-SOD1-shRNA injections and reported del-

king SubCerPN, including CSN, hence challenging the
definition of ALS. Absence of SubCerPN delayed disease

ayed disease onset, extended survival and unchanged dis-
ease duration. The similarity of these and our results is
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FIGURE 8: Population of Renshaw cells decreases in end-stage Sod1 and KO/Sod1 mice. (A, C, E) Representative images of
lumbar spinal cord hemi-sections from end-stage Sod1 and KO/Sod1 mice and their age-matched WT and KO littermates labeled
with parvalbumin (A), calretinin (C), and calbindin (E) antibodies. (B, D) Bar graphs representing the average number of
parvalbumin-positive (B) or calretinin-positive (D) inhibitory interneurons (IN) per square millimeter in laminae IV-IX of lumbar
spinal cord of 105-day-old and end-stage animals. (F) Bar graph representing the average number of calbindin-positive IN in the
ventral horn of lumbar spinal cord of 105-day-old and end-stage animals. For 105-day-old and end-stage WT (n = 6 and 5,
respectively), KO (n = 4 and 6, respectively), Sod1 (n = 7 and 7, respectively), and KO/Sod1 (n = 6 and 11, respectively); 1-way
ANOVA followed by Tukey multiple comparisons test; *p < 0.05. Scale bars: 100um in A, C, and the left panel of E; 50um in the
close-ups of E. [Color figure can be viewed at www.annalsofneurology.org]
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remarkable given the differences in the approaches.
Together, the two studies suggest that absence of diseased
CSN or instead maintenance of genetically corrected CSN
might be equally beneficial and that So41/SODI mutant
transgene-expressing CSN might be detrimental to their
downstream targets. Yet, it is worth mentioning that
AAVI is likely to have targeted all types of cortical excit-
atory and inhibitory neurons, potentially contributing to
correct cortical circuit dysfunctions such as those reported
in Sod1°%** and TDP-43""" mouse models of ALS.
Cell type-specific genetic ablation experiments could pro-
vide further information on the contribution of individual
neuronal and glial populations to cortical circuit dysfunc-
tion and consequences for corticofugal targets. Such
approaches allow better definition of the contributions of
MN, microglia, astrocytes, and muscles to ALS onset and
progression.”” Together, these studies and ours indicate
that the cerebral cortex and SubCerPN might be involved
in disease onset, whereas MN and glia might modulate
disease progression.

Absence of CSN Improves Motor Performances
and Minimizes MN Degeneration
Although Fezﬂ_/_ mice lack CSN and other SubCerPN

and display altered cortical development,'®'*'”

they
remarkably do not present any major motor phenotype.
In mice, CSN make mostly indirect or polysynaptic con-
nections and few direct or monosynaptic connections onto
MN.?® It is possible that in Fezf2™'~ mice the majority of
indirect connections are less affected, or better compen-
sated, and the minority of direct connections are more
affected but translate into a phenotype that is harder to
reveal. In the Celsr3/Emx1 mice, CST genetic ablation is
correlated with increased numbers of rubrospinal and
monoaminergic projections to the spinal cord.”” Although
the Celsr3/Emx] mice display proper locomotion, they
show difficulties in fine motor tests.”” In the present
study, we found that Fezf2™'~ mice, although smaller and
lighter than controls, performed less well on the inverted
grid test, possibly owing to defects in proper grip to the
grid. In addition, the sensitive CatWalk gait analysis
device revealed decreased performances of Fezf2™'~ mice.
Together, these data indicate that Fezf2™'~ mice do pre-
sent a discrete motor phenotype, which could possibly be
further revealed by dedicated fine motor tests. Impor-
tantly, we found that absence of CSN and other Sub-
CerPN improved the motor phenotype of the Sod1“%%
mice and limited the denervation of the NM]J and ulti-
mate loss of MN. This indicates that, although CSN
might not be of great importance for locomotion in
rodents, or their agenesis well compensated by other des-
cending tracts, their presence in a context of ALS is

Burg et al: Corticofugal Hypothesis of ALS

detrimental to their downstream MN targets, whether
direct or indirect.

Absence of CSN Limits Hyper-Reflexia

Absence of SubCerPN in Sod1®*® mice ameliorated
hyper-reflexia, a feature of the upper motoneuron syn-
drome.” The absence of H-reflex recording in W7 ani-
mals does not rule out the existence of a small-amplitude
H-reflex in these animals, below the detection threshold,
as already observed.?® In contrast, the presence of an H-
reflex in subgroups of presymptomatic Sod! animals sug-
gests that hyper-reflexia precedes the appearance of motor
symptoms in these animals and is correlated with the pres-
ymptomatic degeneration of the CSN.'" Absence of an
H-reflex in KO animals suggests that developmental
absence of CSN and other SubCerPN could have been
compensated by other supraspinal controls or by spinal
network rearrangements, or both. Finally, decreased H/M
ratios in KO/SodI compared with Sod! animals indicate
decreased hyper-reflexia and possible mitigation of the
upper motoneuron syndrome in the absence of CSN and
other SubCerPN. In contrast, LLR of the tail muscle of
fully paralyzed end-stage mice was neither prevented nor
even slightly modulated by absence of SubCerPN. But
given that evaluation of the LLR can be performed only
in paralyzed animals, our study did not allow us to test
whether spasticity could have arisen later in KO/Sod1 than
in Sodl mice. Supraspinal controls, and more particularly
serotonergic inputs, and spinal network rearrangements
could account for the emergence of spasticity.”*”' > We
failed to detect any difference in TPH2" serotonergic
neurons in the raphe nuclei and in PV*, CR", and CB”
inhibitory spinal IN at the time when presymptomatic
hyper-reflexia was detected. However, an altered contribu-
tion of these neuronal populations to spinal circuits at this
presymptomatic age could take the form of neuronal plas-
ticity, which we did not test. At disease end-stage, we
observed decreased amounts of serotonergic neurons in
the raphe nuclei and of CB* IN in the ventral spinal cord
of Sodl mice, in accordance with formerly published
worlk, 22393134 30 no difference between Sodl and KO/
Sodl mice, suggesting that both mechanisms could
account for the emergence of the LLR in these transgenic

animals.

Possible Propagation Mechanisms and
Perspectives

We demonstrated that absence of SubCerPN was benefi-
cial in a mouse model of ALS, suggesting that major
corticofugal projections might be detrimental to their
downstream targets in the context of ALS. But whether
corticofugal propagation of the disease relies on prion-like
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transmission of misfolded proteins’ or on altered neuronal
excitability and subsequent excitotoxicity’ remains an
open question. As opposed to most ALS patients and like
SODI patients, Sod1°**® mice do not seem to present
any TDP-43 pathology. However, they do present P62*
aggregates, and the presence of misfolded proteins remains
possible. Nevertheless, we did not observe any difference
in P62 staining between KO/Sodl and Sodl animals that
could be correlated with the extended survival of the dou-
ble transgenic mice. In a recent study, we genetically
ablated the SOD1%*”® transgene from corticofugal projec-
tion neurons. This was sufficient to prevent CSN degener-
ation in a cell-autonomous manner but had no impact on
disease onset and survival, ruling out a major contribution
of misfolded protein propagation from the corticofugal
neurons to their targets on disease occurrence and progres-
sion in this mouse model.** On the contrary, knock-down
of the SOD17*** mutant transgene in the posterior motor
cortex of a rat model of ALS using AAV9 delayed disease
onset and extended survival.*® It is possible that this bene-
ficial effect arose from targeting cortical IN that modulate
the excitability and activity of corticofugal neurons.*!
Given the reported alterations in excitability of cortical
neuron populations in different mouse models of the dis-
ease,>*? comparison between silencing and genetic abla-
tion of adult corticofugal neurons would be particularly
informative to gain a better understanding of the mecha-
nism by which these neurons might contribute to disease
onset and progression. Finally, deep molecular analysis of
CSN dysfunction in ALS'" might in the future provide a
better understanding of the role of the cerebral cortex and
its outputs to ALS and potentially unravel new therapeutic
targets.
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Annexes

1. Publication projet « cholinergique »

Au cours de ma thése, j’ai prété main forte au Dr. Dhanasobhon lorsqu’il effectuait ses
expériences de thése, principalement en réalisant des séries de contrdles, notamment apres
son départ de l'institut. Son travail a donné lieu a un article en cours de soumission et a une

publication sur Biorxiv.

(Dhanasobhon et al 2020, biorxiv)
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Abstract

Endogenous acetylcholine (ACh) is an important modulator of nociceptive sensory processing in the
spinal cord. An increased level of spinal ACh induces analgesia both in humans and rodents, while
interfering with cholinergic signaling reveals the existence of a basal tone of spinal ACh modulating
nociceptive responses in naive animals. Whether this tone is still present in neuropathic animals is
controversial, as well as, more generally, the plasticity undergone by the spinal endogenous
cholinergic system. We have addressed these issues in mice through behavioral experiments,
histology, in vitro and in vivo electrophysiology, in the cuff model of peripheral neuropathy. Our
behavior experiments demonstrate the persistence, and even increased impact of the analgesic
cholinergic tone acting through nicotinic receptors in cuff animals. The neuropathy does not affect
the number of dorsal horn cholinergic neurons, proposed to be the source of spinal ACh, neither
specifically the frequency of their synaptic inputs nor other electrophysiological properties. The
alterations thus appear to be in the neurons receiving the cholinergic signaling, which is confirmed by
the fact that subthreshold doses of acetylcholinesterase (AChE) inhibitors in sham animals become
anti-allodynic in cuff mice. Our results demonstrate that endogenous cholinergic signaling can be
manipulated to relieve mechanical allodynia in animal models of peripheral neuropathy. Until now,
AChE inhibitors have mainly been used in the clinics in situations of acute pain (parturition or post-
operative). The fact that lower doses (thus with fewer side effects) could be efficient in chronic pain
conditions opens new avenues for the treatment of neuropathic pain.
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1. Introduction

Endogenous acetylcholine (ACh) is an important modulator of nociceptive sensory processing in the
spinal cord. Epidural administration of neostigmine, an acetylcholinesterase (AChE) inhibitor that
induces an increase in ACh spinal level by preventing its degradation, produces pain relief for child
birth and post-operation pain in clinics [12]. In rodents, local spinal injection of AChE inhibitors (by
intrathecal injections, or i.t.) similarly produces analgesia to thermal or chemical noxious stimulation
[7; 10; 18; 33; 36]. The analgesic effect of endogenous ACh is not only observed when its level is
artificially increased (by AChE antagonists), but also with its physiological levels. Indeed, impairment
of cholinergic signaling by locally antagonizing ACh receptors (nicotinic or muscarinic) or by knocking-
down the 32 subunit of nAChRs induces hyperalgesia and/or allodynia in rodents [17; 49; 61; 66]. This

suggests that a basal “tone” of spinal ACh modulates the nociceptive threshold.

A dense plexus of cholinergic processes (composed of both dendrites and axons) lies in laminae (L)
II-IIT of the dorsal horn (DH) of rodents [3; 31]. Within this plexus, cholinergic dendrites receive
synaptic contacts from primary afferents, and cholinergic axons make presynaptic contacts onto them
[39; 50], offering a potential substrate for sensory modulation. In rodents, sparse cholinergic neurons
with extended ramification, are located in lamina III-IV and have been proposed to be the source of this
plexus. They could therefore be responsible for cholinergic analgesia [31]. Interestingly, we have
demonstrated that a similar cholinergic population exists in the dorsal horn of macaque monkeys, with
comparable localization, density and most importantly, synaptology [42]. The behavioral and
anatomical similarities have confirmed that mice are a valuable model to study cholinergic analgesia.
But how this population of cholinergic interneurons ultimately impacts nociceptive behavior is still

unknown.

AChE inhibitors are used in the clinics only in a context of acute pain. Yet chronic pain is also a
devastating and widespread problem, inadequately treated according to two-thirds of chronic pain
sufferers [5]. How the endogenous spinal cholinergic control of analgesia evolves in situations of
chronic pain in primate is unknown, and data on rodents are scarce and at times contradictory. While
Rashid and Ueda have proposed that the cholinergic tone is disrupted in neuropathic animals as shown
by the loss of effect of the i.t. injection of a nicotinic antagonist [49], i.t. injections of AChE antagonists
still have an analgesic effect [20; 25; 26; 55] suggesting that ACh is still locally available to affect
sensory processing. The dorsal horn of the spinal cord is a site for numerous forms of plasticity occurring
during chronic pain [56], and it was recently demonstrated that synaptic inputs or intrinsic properties of
several interneuronal populations are altered during the neuropathy [8; 21; 43; 44]. How the cholinergic
population, and more generally the spinal cholinergic analgesia, is affected in chronic pain models
remained to be evaluated and was the main goal of this study. Accordingly, we have combined

behavioral, histological, in vivo and in vitro electrophysiological recordings to improve our
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understanding of spinal cholinergic analgesia. We specifically addressed the question of its plasticity in

conditions of chronic pain, and of potential underlying mechanisms.
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2. Material and methods

2.1 Animals

This study utilized male wild-type and transgenic CD1 and C57BL/6 mice between 3 — 10 weeks. Two
different transgenic lines have been used: ChAT::EGFP CD1 [57] and B2*-nAChR knock-out (KO)
C57BL/6J mice [45]. The animals were group-housed between two to six animals per cage and
maintained on a 12-hour light/dark cycles with food and water provided ad libitum. The animal facility
Chronobiotron UMS3415 is registered for animal experimentation under the Animal House Agreement
B6748225. All protocols were approved by the “Comité d’Ethique en Matiere d’Expérimentation
Animale de Strasbourg” (CREMEAS, CEEA35) and the Ministeére de I’enseignement supérieur, de la

recherche et de I’innovation under the reference 02729.01.

2.2 Cuff surgery and behavioral assessment

The cuff model is used to induce neuropathic pain in mice [4]. The surgery was carried out under
ketamine (1 pl/g- Imalgenel000, Merial), azepromazin (0,60 pl/g - Calmivet, Vetoquinol) and
medetomidine (1,18 pl/g - Domitor, Orion pharma/Elanco) anesthesia. The surgery was performed as
previously described [62]. Briefly, a 2 mm section of split PE-20 polyethylene tubing (Harvard
apparatus, Les Ulis, France) was placed around the right common branch of sciatic nerve in the cuff
mice group. Sham-operated mice underwent the same surgical procedure without cuff implantation.
After performing the surgery, Atipamezol chlorhydrate (Antisedan, Orion pharma/Vetoquinol) mix (10
ul/g of animal), an antidote to medetomidine, was provided to speed up the recovery from the anesthesia.

After a one-week recovery period, the neuropathic phenotype was assessed with von Frey tests.

Intrathecal (i.t.) injections were performed under gaseous anesthesia (3% Isoflurane for induction and
2% for maintenance) as previously described [61]. We assessed the role of spinal cholinergic modulation
on mechanical transmission in naive and neuropathic CD1 mice with von Frey filaments [63]. Mice
were habituated for 15 minutes in clear Plexiglas boxes (7cm x 9 cm x 7 cm) on an elevated mesh screen.
Filaments of increasing diameter were slowly brought to the plantar surface of each hind paw and
removed after a slight bent. The mechanical threshold is determined as the first filament inducing at
least three withdrawals out of five consecutive trials. The results were expressed in grams. For naive
animals, the left and right paw data were averaged for each time point. The mice were tested prior to
injection or surgery to establish the baselines. A minimum of three tests were performed over 3 to 7
days to determine the mechanical withdrawal threshold. Motor coordination was tested using a rotarod
(Bioseb). Mice were trained on 2 consecutive days where they ran at constant speed of 8 and 16 rotations
per minute (rpm) without falling for at least 60 secs. On the experimental day, the rod was programmed

to accelerate from 0 to 40 rpm over 300 s. Each mouse was allowed three trials where the average rpm
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and time at the point of failure was recorded to establish the baseline. Subsequently, mecamylamine was

intrathecally injected and the mice were tested again 3 times starting after 15 min post-injection.

2.3 In vitro electrophysiological recordings

In vitro patch-clamp recordings were performed from ChAT::EGFP CD1 mice, 7 to 24 days post-
surgery (sham or cuff); the investigator was not blind to the group. The mice were anesthetized with a
mix of i.p. ketamine (200mg/kg - Imalgene 1000, Merial) and xylazine (20 mg/kg - Rompun 2%, Bayer).
The animals were transcardially perfused for approximately 3 minutes with ice-cold sucrose-based
Artificial Cerebral Spinal Fluid (ACSF) composed of (in mM): 252 Sucrose, 2.5 KCl, 2 CaCl2, 2 MgCl2,
10 Glucose, 26 NaHCO3, 1.25 NaH2PO4, 2 kynurenic acid, continuously bubbled with carbogen (95%
0,/ 5% CO»). Two approaches were used to extract the spinal cord: hydraulic extrusion [9] or
laminectomy [14]. A 200 to 300 um horizontal slice (HS) was performed, containing the first four
laminae of the DH. We also performed 350 to 400 um thick transverse slices (TS). The slices were
allowed a one-hour recovery period prior to recording at room temperature in oxygenated ACSF

containing (in mM): 126 NaCl, 2.5 KCl, 2 CaCl2, 2 MgCI2, 10 Glucose, 26 NaHCO3, 1.25 NaH2PO4.

Cholinergic neurons were identified by the presence of the enhanced green fluorescent protein (EGFP)
produced under the control of the cholineacetyltransferase (ChAT) promoter. Cells were recorded in the
lumbar cord, in the area corresponding to termination of the sciatic nerve (end of L3 — L6 spinal
segments). In HS, LIII/TV was identified by few ChAT::EGFP neurons located on the surface of the first
slice (positioned upside-down). In TS, LIII/IV was identified as the laminae just ventral to the
translucent substantia gelatinosa (LII), or ventral to the EGFP+ cholinergic plexus [31]. For voltage
clamp experiments, a cesium (Cs) based intracellular solution was used (in mM): 80 Cs2S04, 5 KCl, 2
MgCI2, 10 HEPES, 10 Biocytin (pH = 7.3). The cells were maintained at -60 mV and 0 mV for
excitatory and inhibitory post-synaptic currents respectively. For current clamp recordings, a K-based
intracellular solution was used (in mM): 136 CH3KO3S, 2 MgCI2, 10 HEPES, 10 Biocytin. For both
intracellular solutions, the liquid junction potential was not corrected. The recordings were made
through the Axopatch 200A (Axon instruments) or the Multiclamp 700A (Molecular devices). The
current traces were filtered at 5 kHz before digitalization via a digitizer (BNC-2110, National
Instruments) at 20 kHz. Data acquisition was performed using WinEDR and WinWCP softwares
(Strathclyde Electrophysiology Software, John Dempster, University of Strathclyde, Glasgow, UK).

For voltage clamp, the synaptic events (recorded over a 5-minute period) were detected with the
threshold search method with WinEDR software. The threshold was set, for miniature and spontaneous
EPSCs, to absolute amplitudes > 2 pA and a duration > 1.25 ms. For miniature and spontaneous IPSCs,
the thresholds were set to absolute amplitudes > 3 pA and a duration > 1.75 ms. A baseline track-time

of 5 ms was implemented prior to each event. Following the automatic detection by the software, all
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captured events were inspected individually, and only events that possessed a quick rise followed by an
exponential decay were kept. The absolute frequency is calculated as the number of events over the total
duration of the recording. The peak amplitudes were measured for accepted events via semi-automated
procedures in WinWCP. However, individual events were excluded if they contained overlapping events
or had an unstable baseline. The frequency and amplitude of currents were analyzed over a 5-minute

duration. For current clamp, the firing patterns were classified as previously reported [47].

2.4 In vivo electrophysiological recordings

In vivo electrophysiological recordings were performed from ChAT::EGFP CD1 mice, 8§ to 21 days
post-surgery (sham or cuff); the investigator was not blind to the group. The mice were anesthetized
with urethane (2.5 g/ kg, i.p.) and the trachea was cannulated. Rectal temperature was continuously
monitored, and the animal was maintained at 35.5°C using a heating pad (TC-1000; Bioseb). The mouse
was placed in a stercotaxic and spinal frame with 2 clamps fixed on its vertebra to immobilize the
vertebral column. A laminectomy was performed to expose L3-L5 segments of the spinal cord, and a
small chamber (approximately 0.1 ml) was created with 2% agar around the exposed lumbar spinal cord.
After removal of the dura, the spinal cord was covered with saline (NaCl 0.9%) or with drugs diluted in

saline (see below).

Single-unit extracellular recordings from spinal dorsal horn neurons were performed as previously
described [30]. Only neurons responding to mechanical stimulation of the ipsilateral hind paw were
included in this study. Recordings were made with a glass electrode (Harvard Apparatus, Holliston,
MA) filled with 0.5M CH3COOK (resistance: 15-25 mV). A motorized micromanipulator (Narishige,
Tokyo, Japan) was used to gradually descend the electrode with 4-mm steps until the single-unit activity
of a neuron was recorded. The recording electrode was inserted at depths <500 mm from the surface of
the spinal cord (corresponding to lamina [ to V). The signal was amplified (IR-183; Cygnus Technology,
Delaware Water Gap, PA), filtered at 0.3 to 3 kHz (Brownlee amplifier; AutoMate Scientific, Berkeley,
CA), and digitized at 20 kHz with a MICRO3-1401 (CED, Cambridge, United Kingdom). Data were
analyzed offline with Spike 2 software (CED). The cutaneous receptive field of the recorded neuron was
identified by touching the ipsilateral hind paw. The response to a non-nociceptive mechanical stimulus,
touch, and to a nociceptive one, pinch, was determined as described before [30]). The touch stimulus
was applied by brushing the skin with a camel’s hair brush for 10 seconds (8-10 times). The pinch
stimulus was applied by means of small serrated forceps (Graefe forceps; Fine Scientific Tools,

Vancouver, Canada) for 10 seconds.

Mecamylamine hydrochloride (nicotinic receptor antagonist; Sigma (St. Louis, MO, USA)) was applied
directly at the surface of the dorsal horn using the agar chamber described above. Stock solutions were

first prepared in water at 100x their final concentration, stored at =20 °C and, on the day of the
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experiment, diluted in saline to their final concentration. The drug was applied topically onto the
recording site of the spinal cord after careful removal of saline of the pool. Ten minutes following drug
application, the response of neurons to the mechanical stimuli was tested [30]. All solutions were applied

at 34-35°C.

2.5 Tissue fixing and staining

ChAT::EGFP mice were transcardially perfused under pentobarbital (Ceva Sante Animal, 54.7mg/ml,
1.p. injection) with 0.1M phosphate buffer (PB, pH 7.4) followed by 4% Paraformaldehyde (PFA) in PB
for 15 minutes. The lumbar part of the spinal cord was sliced in 40pum-thick transverse sections using a
vibrating blade microtome (VT 1000S, Leica, Rueil-Malmaison, France), and serially collected in wells.
The sections were washed three times with PBS and saturated with PBS/ 0.5% Triton X-100/ 5% donkey
serum at room temperature for 45 minutes. The sections were incubated at room temperature overnight
in PBS/ 0.5% Triton X-100/ 1% donkey serum with a goat polyclonal ChAT antibody (1:500 dilution,
Chemicon Millipore, AB 144P). The goat polyclonal anti-ChAT antibody stains a single band of 68—70
kDa apparent molecular weight on Western blot analysis of mouse brain lysate (manufacturer’s technical
information). The specificity of this antibody for the antigen has been determined by preadsorption with
the appropriate purified protein as described by others [51], indicating that after preadsorption there was
no staining. The staining pattern that we obtained was identical to that used in previous studies in the
spinal dorsal horn by us and others [3; 31; 39; 42]. After three PBS washes, the slides were incubated
with a CY3 anti-goat antibody (1:400 dilution, Jackson Immunoresearch) for 2 hr. The sections were
finally washed three times with PBS and mounted with fluorescent mounting media (Dako, Les Ulis,
France). Slides were examined under fluorescence using a microscope (Leica) and the 30 sections
centered on the lumbar 4 / lumbar 5 border were identified [58]. From these 30 sections, we performed
a systematic sampling by considering every second section (i.e. 15x 40um-thick sections, located at 80
um intervals, centered at L4/L5): on both the contralateral and ipsilateral DH, we counted the number
of EGFP+ neurons (indicating the expression of the ChAT::EGFP transgene), the number of CY3+
neurons (indicating the binding of the anti-ChAT antibody), and checked whether these two
fluorophores colocalized (the very low density of cholinergic neurons allows colocalization studies with

an epifluorescence microscope) .

2.6 Statistics

The statistical analysis was performed with the statistical software R (version 3.4.1) in conjunction with
Graphpad software (Prism 7 for Mac, GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA). For in vitro
data, almost all statistical comparisons for frequency, amplitude and cell properties, considering the
various dependent variables, were made with the ANOVA function. The original or transformed (log or
inverse function) datasets were verified to show a normal distribution (Shapiro-Wilk normality test).

For post-hoc comparisons, interactions with only one or two variables were made with the Bonferroni

6
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test with multi-comparison correction. A more complex 3x3x3 contingency table was performed online
at http://vassarstats.net (Log-Linear Analysis for an AxBxC Contingency Table found under
Frequency data tab) for firing pattern, rebound spike observations and rheobase. For in vivo and in vitro
data passing requirements for parametric tests, statistical evaluation was carried out with repeated
measures 2-way ANOVA. In addition, the depths for in vivo recordings were compared with unpaired

t-test, and the number of labelled cell (histology data) with a 2-way ANOVA.

As the von Frey data is a discrete ordinal data, it did not pass the conditions to use parametric tests. For
more than 2 time points, we thus analyzed it using the non-parametric test “nparLD”, provided as a plug-
in by the statistical software R [37]. nparLD provides an ANOVA type multiple-factor analysis taking
into account a longitudinal variable (time) along with multiple dependent (right vs left paw) and
independent (surgery; drug treatment) variables. The Bonferroni test was also used for post-hoc multi-
comparisons against saline. For the 2 KO mice, we used Kruskal-Wallis test followed by Dunn’s

multiple comparison. The rotarod experiments were statistically assessed using unpaired t-test.

The significance level was set at P <0.05 and data were expressed as mean = SEM for graphs.
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3. Results

3.1 Behavioral effect of cholinergic modulation onto mechanical responses

We first characterized the dose- dependent effect of spinal cholinergic modulation onto transmission of
mechanical information in naive CD1 mice. For this purpose, the mechanical paw withdrawal threshold
(PWT) was evaluated with the von Frey test, before and after i.t. injection of the AChE inhibitor
physostigmine. Physostigmine (15 nmol, i.t), produced a long-lasting increase in the mechanical
withdrawal threshold while lower doses (1.5-7.5 nmol) were without effect (Fig. 1A; statistics are
presented in the figure legends, and, when needed, first order comparisons are illustrated in the
Supplemental Digital Content; here Suppl. Fig. 1 illustrates the first order drug concentration effect of
1.t. Physostigmine on the Von Frey test). This indicates that ACh is endogenously released and its level
in the spinal cord closely controlled by AChE. We thus confirm that, if its concentration is increased
(by inhibiting its hydrolysis), ACh reaches downstream targets, activating a spinal circuit leading to

analgesia.

In order to investigate whether this cholinergic analgesic mechanism is active in baseline physiological
conditions, we interfered with it by blocking cholinergic nicotinic receptors. We thus injected the non-
specific nicotinic antagonist mecamylamine (10-400 nmol, i.t.) and tested at different time points after
the injection (Fig.1B). Mecamylamine induced a dose- and time-dependent reduction in the PWT: for
all doses, the PWT was statistically reduced as soon as 15 min post-injection, and for all but the 10 nmol
dose, the effect lasted for more than two hours. In the 15 min — 2 hours time window, there was no
significant difference between the three higher doses (at each time point, 400 nmol or 100 nmol vs. 20
nmol : p>0.99, Bonferroni's multiple comparisons test) suggesting that the effect already plateaued with
20 nmol mecamylamine. 150 minutes after the injection, however, animal that had received 20 nmol of
mecamylamine had a PWT statistically different from the one of animals that had received 100 or 400
nmol mecamylamine (20 nmol vs. 100 nmol, p=0.0007 ; 20 nmol vs. 400 nmol, p=0.0001, Bonferroni's
multiple comparisons test). Indeed, the allodynia evoked by 10 nmol mecamylamine had faded away
after 150 minutes, while it was still present in the 20, 100 and 400 nmol injection groups (comparisons
with saline presented in Fig. 1B). This suggests that the cholinergic analgesic mechanism is active in
baseline physiological conditions, either because ACh is continuously released and activating
downstream circuits, or because it is released as a consequence of the mechanical stimulation. Whatever
the underlying cause, the pharmacological effect of a nicotinic antagonist defines the presence of an

analgesic spinal cholinergic tone, acting via nicotinic receptors.

High concentrations of mecamylamine are known to have potentially non-specific effects [29; 38]. We
used B2 nicotinic knock-out mice (B2 KO) to confirm that the highest dose of mecamylamine used (400
nmol) was acting specifically through inhibition of nAChR receptors (Supplemental Digital Content;
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Suppl. Fig. 2A illustrates that 400 nmol mecamylamine induces a marked reduction of the PWT in WT
animals, but not on B2 KO mice ). Moreover, we observed that this high concentration of mecamylamine
did not affect motor- coordination as evaluated by the rotarod test in naive mice (Supplemental Digital
Content; Suppl. Fig. 2B illustrates the absence of effect of 400 nmol mecamylamine on the rotarod test),

suggesting that the observed modulation strictly involved mechanical sensory processing.

3.2 The spinal cholinergic tone is present after neuropathy

We then investigated the alteration of this analgesic cholinergic tone in a mouse model of neuropathy.
We used the cuff model and analyzed the effect of i.t. injection of mecamylamine (10-400 nmol) on the
PWT of sham and cuff mice. For the ipsilateral, but not the contralateral, paw there was a significant
interaction between Surgery, Time and Drug (p = 0.0354), indicating that the neuropathy modified the

response of the ipsilateral paw to mecamylamine.

Mecamylamine induced a dose-dependent reduction in the mechanical withdrawal threshold of the
contralateral hindpaw in sham and cuff mice (Fig. 2A Top, in sham, for all doses of mecamylamine vs.
saline at 15 min, p<0.0001 in post-hoc tests; in cuff, similar comparison yielded to p<0.0001 for the 20
nmol, 100 nmol and 400 nmol mecamylamine doses, and p = 0.0257 for the 10 nmol dose, Bonferroni's
multiple comparisons test). For the ipsilateral hindpaw, 10 and 20 nmol was ineffective in cuff as
opposed to sham groups (Fig. 2A Bottom, post-hoc tests at 15 min, drug vs. saline: p = <0.0001 for 10
and 20 nmol mecamylamine in sham and respectively p>0.99 and p=0.159 in cuff; Bonferroni's multiple
comparisons test). The mechanical allodynia observed in cuff animals was exacerbated when higher
doses were injected (Fig. 2A; post-hoc tests at 15 min, in cuff mice: for 100 nmol mecamylamine vs.
saline, p = 0,0017 and for 400 nmol mecamylamine vs. saline, p<0.0001; Bonferroni's multiple
comparisons test). Analysis of the dose-response curve demonstrates a shift to the right in cuff mice,
with higher doses being necessary to obtain a significant effect (Fig. 2B; Ipsilateral side - Least square
fit, p<0.001). Thus the spinal cholinergic tone is still present in cuff animals, involving nAChRs and
affecting mechanical responses. The shift to the right of the mecamylamine dose-response curves further
suggests that the cholinergic tone might be increased by the pathology, either because more ACh is
released or because endogenous ACh has an increased effect on its post-synaptic targets. We next

investigated these two possibilities.

3.3 Plasticity of LIII/IV cholinergic interneurons during neuropathy

Lamina III-IV cholinergic neurons are the most plausible source of the spinal cholinergic tone. We thus
closely analyzed this population in sham and neuropathic mice to test the hypothesis that the release of

ACh could be increased following the neuropathy. In particular, we assessed 3 different criteria: (1)
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synaptic inputs, (2) active and passive electrophysiological properties, and (3) number of cholinergic

interneurons.

3.3.1 Synaptic inputs to lamina Il and lamina IlI-1V interneurons

We then assessed whether DH cholinergic neurons could be differentially activated in sham vs. cuff by
comparing the synaptic inputs received by these neurons in these two conditions. Cholinergic
interneurons are located in lamina III-IV, and best preserved in horizontal sections [31]. However, we
first performed a set of recordings of lamina II neurons in transverse slices, in order to put our results in
context with the literature, mostly focusing on this layer. Indeed, while the cuff model of mouse
peripheral neuropathy has been well described in behavioral terms [4; 60], we were the first to analyze
the plasticity occurring in the spinal cord with electrophysiology in vivo [30] and now in vitro.
Recordings were performed in the ipsilateral (to cuff insertion) DH in the presence of 0.5 uM TTX (Fig.
3A). The frequency of miniature IPSCs was lower in cuff mice compared to sham controls, whereas the
frequency of miniature EPSCs was unchanged (Fig. 3B). The amplitude for miniature currents (either
EPSC or IPSCs) were similar for sham and cuff mice (Fig. 3B). Thus only the frequency of mIPSCs is
modified in lamina II neurons in cuff animals, similarly to what is observed in the spared nerve or

chronic constriction injury models [23; 34].

We then moved to lamina III-IV and to horizontal slices to record spontaneous and miniature EPSCs
and IPSCs from ChAT::EGFP and non-EGFP (unidentified) neurons in their close vicinity in sham and
cuff mice (Fig. 4A). For EPSCs, there were no significant difference between the groups. For IPSCs,
there was on average more inhibition in cuff vs. sham mice (not specific to any neuronal population
under study, or to any type of current, spontaneous vs. miniatures), and cholinergic neurons had on
average less inhibitory inputs than non-cholinergic ones (whether in sham or in cuff mice) (see Suppl.
Fig. 3, Supplemental Digital Content, which illustrates the effect of first order factors on the frequency
of synaptic currents). There was therefore no change of inputs frequency that was specific to cholinergic
neurons after neuropathy (Fig. 4B). We compared with a similar approach the amplitude of miniature
EPSC and IPSC in the different neurons and animals, and observed no significant difference between

groups (Fig. 4C).

These recordings reveal an increase in the frequency of inhibitory inputs that is not specific to lamina
II-IV cholinergic neurons as it is also observed in non-EGFP neurons in the same laminae, while lamina
II neurons experience a decrease of the frequency of IPSCs. The increased frequency of inhibitory
currents would argue, if anything, that cholinergic neurons are less prone to firing (and releasing ACh)
in neuropathic conditions. In order to test this hypothesis, we next compared the capacity of cholinergic

neurons to be excited by direct depolarization in sham vs. cuff mice.
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3.3.2 Active and passive electrophysiological properties

We analyzed the firing patterns of recorded neurons after injection of depolarizing currents, and
classified their discharge profiles as either “tonic”, “single-spike”, or “phasic” (cf. Methods, Fig.
5A1).There was no statistical difference between ChAT::EGFP and non-EGFP neurons concerning the
proportion of the different firing patterns in the two different animal groups (Fig. 5B). A fraction of
recorded neurons presented spontaneous ongoing firing at rest (rtheobase of OpA, Fig. 5C) but their
proportion was not different between types of neurons (ChAT::EGFP vs. non-EGFP) or type of surgery
(sham vs. cuff) (3x3x3 contingency table, p = 0.2674). Specifically, 2 out of 6 ChAT::EGFP neurons
(33.3%) were spontaneously active in sham mice, but none out of 8 (0%) in cuff, while 1 out of 7 non-
ChAT neurons (14.2%) was spontaneously active in sham mice vs. 2 out 6 (33.3%) in cuff mice. There
also was no statistical difference in the rheobase in the different groups (Fig. 5C). We compared the
input-output properties of the different neurons (measured as mean instantaneous firing frequency
induced by an increasing depolarizing current, Fig. 5D). On average, there was no effect of the surgery
on the instantaneous firing frequencies, but there was an effect of the intensity of the injected current,
as well as of the type of neurons: ChAT::EGFP vs. non-EGFP neurons (see Suppl. Fig. 4, Supplemental
Digital Content, which illustrates the effect of first order factors on the mean instantaneous frequencies
of spikes induced by current injections) . Moreover, there was an interaction between the response to
different injected currents and the type of neurons, as non-EGFP neurons fired more than ChAT::EGFP
neurons when large currents were injected (120 to 180 pA). There was no interaction of these factors
with the surgery, suggesting that the input-output properties of the neurons were not affected by the
surgery. We also investigated the passive membrane properties of recorded neurons. There was no
difference among groups (ChAT::EGFP or non-EGFP neurons, sham or cuff) in the resting potential
(Fig. 5C), the input resistance (Fig 5C) or the amplitude of a sag current (Fig. 5A2, 5E).

Altogether, these measures indicate that the network plasticity observed in slices obtained from cuff

mice does not alter the excitability of cholinergic neurons.

3.3.3  Number of cholinergic interneurons

There is an on-going debate on whether there is a loss of neurons in the DH that would contribute to the
development of hyperalgesia or allodynia following neuropathy. Therefore, we investigated whether
DH cholinergic interneurons were affected. We have previously shown that ChAT::EGFP mice are a
good model for studying DH cholinergic neurons [31]. Here, we took every second section from [.4 —
L5 spinal segments into account, and confirmed that all lamina III-IV EGFP+ are ChAT immunoreactive
(n=62 neurons in 2 sham mice and n=56 neurons in 2 cuff mice); similarly, we could observe EGFP
fluorescence in the vast majority of DH ChAT immunoreactive neurons (62 out of 63 neurons in 2 sham

mice and 56 out of 56 neurons in 2 cuff mice). We compared the number of EGFP+ neurons in the
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contralateral and ipsilateral DH of adult ChAT::EGFP+ mice two weeks after surgery (Fig. 6). On the
ipsilateral dorsal horn, there was no statistical difference between the number of ChAT::EGFP+ neurons
per 40 pum thick sections in sham (on average 2.13 & 0.38 neurons) vs. cuff (2.07+ 0.38 neurons). This

ruled out a change in the number of DH cholinergic neurons after neuropathy.

3.4 Changes in the downstream network responding to the cholinergic tone

As we found no evidence of specific increased excitation or excitability of DH cholinergic neurons in
neuropathic animals, nor a change in neuronal density, we next asked whether the increased impact of
the cholinergic tone in these animals could be explained by modifications in direct or indirect targets of
cholinergic neurons, i.e. downstream of the tone itself. The cholinergic tone has never yet been described
in in vivo electrophysiological recordings, nor its consequences on the response of DH neurons to tactile
stimulation. We thus first studied these aspects by recording DH neurons in vivo in sham and cuff
animals to identify a potential substrate to the antinociceptive cholinergic tone and its plasticity, and

then turned to pharmacological behavioral experiments.

34.1 A neuronal substrate for the antinociceptive cholinergic tone

We performed in vivo electrophysiological recordings of lumbar DH neurons in sham and neuropathic
animals within the second and third week after surgery. Neurons were selected for their localization in
the DH (Fig. 7A) and their response to mechanical stimulation of the hindpaw, either non-nociceptive
(touch) and/or nociceptive (pinch) (see methods and [30]). Local application of 100 uM mecamylamine
(on the spinal cord) induced an increased response to mechanical stimulation in neurons recorded from
both sham and cuff mice (Fig. 7B). The recorded neurons spanned many DH laminae (Fig. 7A) and the
response amplitudes showed high variability, precluding the identification of a potential differential
effect of mecamylamine in sham vs. cuff mice. These recordings however demonstrate for the first time
in vivo the presence of a spinal cholinergic tone, acting through nicotinic receptors, attenuating
mechanical responses. This could be a substrate for the antinociceptive spinal cholinergic tone observed

in behavioral experiments.

34.2  Effect of an AChE inhibitor in neuropathic animals

In order to evaluate a potential change of the network downstream of the cholinergic tone, we turned
back to behavioral experiments and compared the effect of endogenous spinal ACh in sham and cuff
mice by i.t. injection an AChE inhibitor. Physostigmine effect on the contralateral paw was not affected
by the surgery (Fig. 8A). For the ipsilateral paw in contrast, the surgery modified the response to
physostigmine: in neuropathic mice, 7.5 nmol physostigmine injected i.t. was able to alleviate the
mechanical allodynia of the ipsilateral paw while it was ineffective to increase PWT in sham animals

(Fig. 8A, at 15 min: 7.5 nmol physostigmine vs. saline p<0.0001 in cuff and p>0.99 in sham;
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Bonferroni's multiple comparisons test). The 15 nmol dose however was analgesic for both paws in both
sham and cuff mice (Fig. 8A, 15 min: drug vs. saline p<0.0001 for both sham and cuff; Bonferroni's
multiple comparisons test). The dose response curve demonstrates that physostigmine differentially
affected the relative mechanical response in the ipsilateral (but not contralateral) paw of cuff vs. sham
(Fig. 8B). This favors the hypothesis of a post-synaptic plasticity affecting the downstream players of

cholinergic transmission (i.e. post-synaptic receptors).
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4. Discussion

In this study, we performed an in depth analysis of the antinociceptive spinal cholinergic tone. We
demonstrated the persistence and even increased impact of this tone in a model of neuropathic pain,
and ruled out changes in lamina III-IV cholinergic neurons as a source of this plasticity. Instead, our
data show an increase in the sensitivity of downstream targets to spinal ACh. Low doses of AChE
inhibitors, without any effect in control mice, are analgesics in cuff mice which may open new

avenues for therapeutical relief of neuropathic pain conditions.

The existence of a “spinal cholinergic tone” has been proposed in the early 1990’s and confirmed since
then [48; 49; 66] to describe an endogenous mechanism whose presence is revealed by a
pharmacological effect of cholinergic antagonists. Although the term is reminiscent of the word “tonic”,
it gives no inference on the way ACh is released: either repetitively (through the “tonic firing” of a
cholinergic neuron), or phasically (upon a specific stimulation, e.g. nociceptive stimulation [13]). We
here similarly define the “cholinergic tone” through the allodynic effect of i.t. mecamylamine injection,

suggesting that in basal conditions ACh has an ongoing (or provoked) analgesic effect.

The cuff, a neuropathic pain model chosen for this study, was originally developed for rats [35] and then
adapted for mice [4]. In a previous study, we characterized by in vivo recordings the loss of inhibitory
tone in the spinal DH in this model [30]. We provide here for the first time in vitro recordings in the
spinal cord of these mice and observed a reduction in the frequency, but not amplitude, of miniature
GABA-A currents in lamina II similar to that reported in the spared nerve injury (SNI) and chronic
constriction injury (CCI) models [23; 34]. However, we observed no change in the frequency for
mEPSCs while a reduction is reported in a study focusing on GABAergic interneurons in the CCI model
[27]. Whether this difference is due to a difference in the model, or to the fact that the Leitner et al. study
focuses only on GABAergic neurons remains to be established. Importantly, all of our experiments were
conducted from the first up to the third week after cuff surgery, a time window where the allodynia

phenotype is robustly established but where anxiodepressive-like behaviors are not yet present [4; 60].

A previous study exploring the plasticity of the spinal cholinergic tone used the partial ligation of the
sciatic nerve model, and analyzed the thermal paw withdrawal [49]. They showed that i.t. injection of
10 nmol mecamylamine had no effect in the injured mice, but higher doses were not tested. In the von
Frey mechanical test, we similarly found that 10 nmol mecamylamine was without effect but higher
doses exacerbated the allodynia, demonstrating a shift to the right of the dose-response curve of the
antagonist. Therefore, rather than a loss of cholinergic tone, our results suggest that its impact is

actually increased by the neuropathy.
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We also investigated the possible sources of this plasticity. Our previous studies concluded that spinal
lamina III-IV cholinergic neurons were the main source of ACh at this level and that their morphology
and projections were well suited to impact nociceptive processing, both in rodents and in primates [31;
42]. These cholinergic interneurons are also GABAergic [31; 32], and the existence of GABAergic cell
death after peripheral neuropathy and its contribution to mechanical allodynia has been proposed
although controversially debated [22; 46; 54]. We [31]found no difference in the number of
ChAT::EGFP neurons following neuropathy. Other morphological alterations could exist, such as a
reduction in the number of appositions onto post-synaptic targets, as demonstrated for parvalbumin (PV)
interneurons [44]. The decreased innervation of PV neurons onto PKC-gamma neurons induces a
decreased feed-forward inhibition that ‘gates’ the transmission of non-noxious information into
nociceptive circuits, and is proposed to be a substrate of mechanical allodynia [44]; numerous studies
illustrate the synaptic plasticity occurring in this feed-forward network [1; 2; 8; 15; 21; 28; 43], but the
position of cholinergic neurons with respect to this network is yet unknown [11]. In the cuff model, we
observed a decrease in inhibition in lamina II neurons, some of which could be inhibitory neurons
projecting to deeper laminae [52]. Their disinhibition could thus explain the increased frequency of
inhibitory currents observed in laminae III-IV. This however does not translate into decreased
excitability, indicating that the release of ACh might not be significantly impaired. Membrane properties
of these neurons were unchanged in neuropathic animals, similarly to what has been reported for LIII
(GADG67 or not) or LI GABAergic neurons [16; 53]. Thus changes in membrane excitability or altered
firing patterns in the spinal cord dorsal horn are unlikely causes for the alterations underlying

neuropathic pain or for the observed plasticity of the cholinergic tone.

We then explored downstream mechanisms, i.e. cholinoresponsive elements of the spinal nociceptive
network. Rat cervical projection neurons were known to have an increased response to mechanical
stimulation after topical application of an AChE inhibitor [6]. Using similar in vivo recordings in mice,
but on unidentified DH neurons, our study illustrates that a nicotinic antagonist has the opposite effect,
demonstrating for the first time a potential substrate of the analgesic cholinergic tone in vivo. Our
recordings also show that this tone is still present after cuff injury, but reveal no alteration after

neuropathy.

To finally identify the plasticity that could explain the increased impact of the cholinergic tone in cuff
mice, we analyzed the analgesic properties of increasing i.t. doses of an AChE inhibitor, physostigmine,
with the von Frey test. These experiments demonstrated a shift to the left of the dose response curve of
this drug since doses that were subthreshold in sham mice returned the PWT in the cuff to pre-surgery
levels. This is reminiscent of data obtained in the rat after systemic (i.p.) injection of another AChE
antagonist in the spared nerve injury model [24]. Similar observations of subthreshold (in naive animals)

intrathecal doses of AChE antagonist being anti-hyperalgesic after SNL are reported for the thermal
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sensory modality in mice[10; 36; 55]. Interestingly, nicotinic agonists also have analgesic properties
after i.t. injection in the PNL mouse model, both in mechanical and thermal tests, at doses (10 nmol
nicotine, 0.3 nmol epibatidine) inefficient in sham mice [49]. This, together with our results, strongly
suggests that major changes occur at the receptor level, either in density or in composition. Alterations
in the expression of nAChRs subunits (a5, a6 and $2) have indeed been reported in neuropathic
conditions, either in mice or rats [59; 64]. A specific study of alterations of nAChRs on the DH targets
of cholinergic neurons should help elucidate the changes occurring in the mouse cuff model and possibly

explaining the plasticity of the cholinergic tone.

In this study, we have focused on the spinal nicotinic tone because we have revealed the cholinergic
tone through antagonization of nAChRs by mecamylamine. Other antagonists targeting more
specifically [40]a4P2 or a3B2*/a6P2+ nAChRs have been shown to have a similar effect in mice or
rats [48; 49; 61; 65]. In addition, the allodynic effect of nicotinic antagonists is lost in nAChR 2 knock-
out mice (this study and [61]), further confirming the involvement of P2-containing nAChRs. In
contrast, o.7* nAChRs do not seem to be involved in the cholinergic tone in mice [48; 49; 61]. However,
it should be noted that the increased ACh level induced by AChE inhibition could act both on nicotinic
and muscarinic post-synaptic receptors. In naive rats, the analgesic effect of neostigmine on thermal
responses has been shown to be mediated by muscarinic receptors in males but muscarinic and nicotinic
receptors in females [10; 26]. However muscarinic antagonists had no effect on von Frey responses
when injected i.t. in naive mice [19 ; 41], suggesting that there might be species or sensory modality

differences.

In this study, we have demonstrated that the spinal cholinergic tone modulating nociceptive responses
was still present, and even more efficient, after peripheral nerve injury. Our data do not support a change
in the number or electrophysiological properties of dorsal horn cholinergic interneurons, but rather favor
a modification occurring at the post-synaptic site. Overall, the increased analgesic effect of i.t. AChE
antagonists in neuropathic conditions is promising. Until now, AChE inhibitors have mainly been used
in the clinics in situations of acute pain (parturition or post-operative [12]). The fact that lower doses
(thus with fewer side effects) could be efficient in chronic pain conditions opens new avenues for the

treatment of neuropathic pain.
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Figure 1: Time course of the effect of cholinergic drugs on mechanical threshold and motor

coordination in naive animals.

A: Effect of i.t. injection of an AChE inhibitor, physostigmine, on the paw withdrawal threshold in the
Von Frey test. 15 nmol physostigmine produced an analgesic effect in naive mice (Saline 0.9% group =
5 mice| Each drug group = 5 mice, Drug effect: p=2.43e-3, nparLD). ** p <0.01 mean of PHY 15 nmol

vs. mean of saline, Bonferroni's multiple comparisons test.

B: Effect of i.t. injection of a nicotinic antagonist, mecamylamine, on the paw withdrawal threshold in
the Von Frey test. Mecamylamine induced mechanical allodynia at 10, 20, 100 and 400 nmol in naive
CD1 mice (Saline 0.9% group = 7 mice| Each drug group = 5 mice, Drug-Time interaction: p = 3.30e-
12). **** p < 0.0001, *** p < 0.001, ** p < 0.01, * p < 0.05, vs. saline, Bonferroni's multiple

comparisons test. In 1B, the bottom asterisks concern the two higher doses.

Figure 2: Mecamylamine shows that a spinal cholinergic tone is still present after neuropathy

A: Time course of the effect of intrathecal mecamylamine on mechanical threshold of sham and cuff
mice (Sham: Saline 0.9%, Mecamylamine 10nmol, 20nmol, 100nmol = 5 mice per group | 400 nmol =
4 mice; Cuff: Saline 0.9%, Mecamylamine 20nmol, 100nmol and 400nmol = 5 mice per group | 10 nmol
=4 mice). For the contralateral side (Top panels), there was a significant effect of the Drug (saline, 10-
400 nM mecamylamine, p = 1.901e-19, nparLD) and Time (0, 15 and 150 min post i.t. injection, p =
1.95¢-67, nparLD) but not of the Surgery (sham vs. cuff, p = 0.702, nparL.LD), as well as a significant
interaction between Drug and Time (p = 1.79¢-16, nparLLD). For the ipsilateral side (Bottom panels),
there was a significant effect of Surgery (p = 8.64¢-19), Drug (p = 6.36e-15) and Time (p = 3.07¢-53),
as well as a significant interaction between Drug and Time (p = 1.94e-16) and between Surgery, Time
and Drug (p = 0.0354). While treatment with 10 and 20 nmol mecamylamine had no effect, 100 and 400
nmol mecamylamine further potentiated the mechanical allodynia in the ipsilateral paw. **** p <

0.0001, *** p <0.001 ** p <0.01, * p <0.05 vs. saline, Bonferroni's multiple comparisons test.

B: Dose response curve of mecamylamine on responses of sham and cuff animals. Neuropathy induced

a shift to the right to the response to mecamylamine (Ipsilateral side: sham vs. cuff p<0.001; Least square
fit).

Figure 3: In vitro electrophysiological characterization of the cuff model

A: Representative patch-clamp recordings from LII neurons illustrating miniature excitatory (mEPSC,

at -60 mV) and inhibitory (mIPSC, at 0 mV) postsynaptic currents

22

150



O ~J o U WN

OO UG UTUIUTUTUTOTOTUTE BB DD EDS DDA DNWWWWWWWWWWNNNNONNNNNNONNNER R R PR e R e
™ WNHFRFO WO JdNT D™ WNROW®O-JIAAUTDRWNROW®OWJdANTBRWNROW®O-JNTD®™WNROWW--LIOU D WN R O W

B: (left) Frequency changes in mEPSC and mIPSC recorded LII neurons (Sham: 8 cells from 4 mice |
Cuff: 5 cells from 3 mice): a reduction was observed in mIPSCs frequency (Right) but not mEPSCs
(Left) in cuff mice (respectively, p = 0.042 and p = 0.586; Kolmogorov-Smirnov test). (right) Analysis
of the amplitude of the same currents demonstrates no effect of the surgery (mEPSC: p= 0.0793;
mIPSC: p =0.0793; Kolmogorov-Smirnov test)

Figure 4: Number and synaptic inputs to Dorsal Horn cholinergic interneurons in sham and cuff

mice

A: Representative in vitro patch-clamp recordings from LIII/IV ChAT::EGFP (top) and non-EGFP
(bottom) neurons, in Sham and Cuff mice. Recordings are performed at 0 mV to record IPSCs and -60
mV to observe EPSCs. Al : spontaneous excitatory (sEPSC) and inhibitory (sIPSC) postsynaptic

currents, A2 : miniature mEPSC and mIPSC currents.

B: Frequency of spontaneous (left) and miniature (right) EPSCs (top) and IPSCs (bottom) recorded in
ChAT::EGFP and non-EGFP cells in horizontal slices of sham and cuff mice (Sham: spontaneous
currents - ChAT::EGFP+ = 13 cells and non-EGFP = 11 cells from 9 mice | miniature currents -
ChAT::EGFP+ = 5 cells and non-EGFP = 7 cells from 4 mice; Cuff: spontaneous currents -
ChAT::EGFP+ = 8§ cells and non-EGFP = 10 cells from 8 mice| miniature currents - ChAT::EGFP+ =
7 cells and non-EGFP = 6 cells from 3 mice). The distribution of frequencies being non-normal, their
logl0 was taken to perform the ANOVA. There was no statistical difference in EPSCs frequencies
between groups (ChAT::EGFP+ vs. non-EGFP, Sham vs. Cuff, spontaneous vs. miniature). For IPSCs,
main effects were significant: neuron (ChAT::EGFP vs. non-EGFP, p = 0.000179, 2-way ANOVA),
surgery (sham vs. cuff, p =0.004616, 2-way ANOVA) and type of current (spontaneous vs. miniatures,
p=1.051e-3, 2-way ANOVA).

C: Amplitude of miniature EPSC and IPSC of ChAT::EGFP+ and Non-EGFP+ neurons in sham and
cuff mice (Sham: ChAT::EGFP+ =4 cells and non-EGFP = 7 cells from 4 mice; Cuff: ChAT::EGFP+
=7 cells and non-EGFP =5 cells from 3 mice). Data was normalized through inversion. There was no
significant difference between groups for mEPSCs (ANOVA). There was a significant Surgery-Neuron
interaction for mIPSCs amplitude (p = 0.0437) although this was not confirmed by post-hoc analysis.

Figure 5: Active and passive properties of laminae III/IV ChAT::EGFP+ and Non-EGFP cells in

sham and cuff mice.

A: (A1) Recording illustrating 3 different types of firing patterns, observed after injection of 90 pA
depolarizing current: tonic, single-spike and phasic, (A2) Example of a response to a hyperpolarizing

current showing post-inhibitory rebound. Arrow: hyperpolarizing “sag.”
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B: The distribution of different firing patterns is not different in the two neuronal populations or as a
consequence of the surgery. Surgery-Neuron-Firing pattern interaction: p = 0.6697, 3x3x3 contingency

tables.

C: Electrophysiological properties of ChAT::EGFP and Non-EGFP cells (Sham: From 3 mice,
ChAT::EGFP+ = 6 cells and non-EGFP = 7 cells; Cuff: From 3 mice, ChAT::EGFP+ = 8 cells and
non-EGFP = 6 cells): Rheobase (3x3x3 contingency tables, p = 0.3765), Resting membrane potential
[RMP] (p = 0.2706, Surgery-Neuron interaction: p = 0.253) and Input resistance ( p = 0.9191, 2way-
ANOVA) were unaltered in both populations following neuropathy.

D: Mean Instantaneous frequencies of spikes in function of the injected current, recorded in
ChAT::EGFP and Non-EGFP neurons, is similar in sham and cuff animals (Sham: From 3 mice,
ChAT::EGFP+ = 6 cells and non-EGFP = 7 cells; Cuff: From 3 mice, ChAT::EGFP+ = 8 cells and
non-EGFP = 6 cells). There was a significant effect of neuron type (ChAT::EGFP vs. non-EGFP, p =
1.15e-2, nparLD), current injected (between 0 - 180pA, p = 3.91e-84, nparLD) and a neuron:current
injected interaction (comparing different injected currents in ChAT::EGFP and non-EGFP, p = 2.30e-
2, nparLD); details in suppl. Fig. 4, Supplementary Digital Content. There was no Surgery-Neuron-

depolarizing current interaction: p = 7.53e-01, nparLD.

E: Sag amplitude, expressed as a % of the maximum hyperpolarization of the trace. There was no
observable differences in the sag amplitudes (Sham: From 3 mice, ChAT::EGFP+ = 6 cells and non-
EGFP = 7 cells; Cuff: From 3 mice, ChAT::EGFP+ = 8 cells and non-EGFP = 6 cells, 2way-ANOVA,
p =0.8439).

Figure 6: The number of DH cholinergic interneurons is unaltered after cuff surgery

A: Representative illustration of endogenous ChAT::EGFP and anti-ChAT labeling in the ipsilateral

dorsal horn of a cuff mouse. The arrowhead denotes overlapping signals (scale = 100 um).

B: Quantification of the total number of DH cholinergic interneurons (ChAT::EGFP fluorescence) in
the lumbar (L4-L5) cord of sham and cuff mice (N for Sham and Cuff= 2 mice, 15 sections per mouse,
25 - 31 cells in total per mouse). There is no significant difference between groups (Contralateral side-
Surgery-Staining interaction: p = 0.329; 2-way ANOVA | Ipsilateral side- Surgery-Staining interaction:
p > 0.99; 2-way ANOVA).

Figure 7: Touch and pinch responses in spinal dorsal horn neurons are modulated by endogenous

acetylcholine via nicotinic receptors.
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A: Representative in vivo extracellular recording from a Sham animal dorsal horn neuron responding to
Touch and Pinch (10s stimulation of the hindpaw) in control conditions (left) and after local application

of 100 uM Mecamylamine at the surface of the cord (right).

B: The depth of recorded DH neurons was similar in sham (274.4 £ 41.06 pm) and cuff (279.0 £ 29.33
pum) mice (sham vs cuff: p = 0.9353; unpaired t-test).

C: Mecamylamine increased the intensity of the response of spinal dorsal horn neurons to mechanical
stimulation in sham (7 cells from 3 mice, Drug effect: p = 0.0202; repeated-measures 2 way ANOVA)
and cuff mice (5 cells from 3 mice, Drug effect: p = 0.0160; repeated-measures 2 way ANOVA).

Figure 8: Physostigmine unravels downstream changes to spinal cholinergic tone after neuropathy

A: Time course of the effect of intrathecal physostigmine on the mechanical threshold of sham and cuff
mice (Sham: Saline 0.9%, Phy 1.5nmol group = 5 mice | Phy 7.5nmol group = 6 mice | Phy 15nmol
group = 4 mice; Cuff: Saline 0.9%, Phy 1.5nmol group = 5 mice | Phy 7.5nmol group = 6 mice | Phy
15nmol group = 3 mice ). (Top) Contralateral PWT was reduced in a dose- and time- dependent manner
in sham and cuff mice: significant effect of Drug (p =9.01e-7) and Time (p = 1.72e-4) but not of Surgery
(p =0.521), and significant interaction between Drug and Time (p = 3.91e-8, nparLD). (Bottom) Idem
for the ipsilateral paw: significant effect of Surgery (p = 3.44¢-78), Drug (p = 6.26e-22) and Time (p =
5.38e-26), as well as significant interaction between Drug and Time (p =4.80e-25) and between Surgery,
Time and Drug (p = 6.53e-5). The 7,5 nmol physostigmine dose was subthreshold in sham but produced
profound anti-allodynia in cuff. **** p <0.0001, *** p < 0.001 ** p <0.01, and * p < 0.05, vs. saline,

Bonferroni's multiple comparisons test.

B: Dose response curve of physostigmine on PWT of neuropathic animals. The neuropathy induced a

shift to the left to the effect of Physostigmine (Ipsilateral side: cuff vs. sham p<0.001; Least square fit)

List of Supplemental Digital Content:

o Supplementary Digital Content [.pdf]

o Suppl. Fig 1. Statistical analysis of the effect of 1.t. Physostigmine on the Von
Frey test.

o Suppl. Fig. 2. Controls for the effect of 400 nmol mecamylamine

o Suppl. Fig. 3: Statistical analysis of the frequency of synaptic currents in DH
lamina III-IV neurons (horizontal slices, sham and cuff mice)

o Suppl. Fig. 4. Statistical analysis of the mean instantaneous frequencies of spikes

induced by current injections (horizontal slices, sham and cuff mice)
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Enhanced analgesic cholinergic tone after neuropathy
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Figure 1: Time course of the effect of cholinergic drugs on mechanical threshold in naive animals.
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Figure 2: Mecamylamine shows that a spinal cholinergic tone is still present after neuropathy
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Figure 3
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Figure 3: In vitro electrophysiological characterization of the
cuff model
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Figure 4: Number and synaptic inputs to Dorsal Horn cholinergic interneurons in sham and cuff mice
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Figure 5
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Figure 5: Active and passive properties of lamine III/IV ChAT::EGFP+ and Non-EGFP cells in sham and cuff

mice.
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Figure 7: Touch and pinch responses in spinal dorsal horn neurons are modulated by endoge-
nous acetylcholine via nicotinic receptors.
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Figure 8
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Figure 8: Physostigmine unravels downstream changes to spinal cholinergic tone after neuropathy
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Suppl. Fig. 1:

Statistical analysis of the effect of i.t. Physostigmine on the Von Frey test.
Shown are the analysis of the two factors: Time (left) and Drug (right). There was no
statistical effect of Time, but an effect of Drug (Saline 0.9% group =5 mice| Each drug
group =5 mice; p=2.43e-3, nparLD). ** p < 0.01 Bonferroni's multiple comparisons
test.
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Suppl. Fig. 2:

Controls for the effect of 400 nmol mecamylamine

A: Effect of i.t. injection of 400 nmol mecamylamine, on the paw withdrawal
threshold in the Von Frey test in WT and 2* nAChR knock-out (32 KO) C57BL/6 mice
(WT: Saline 0.9% group = 13 mice| Drug group =9 mice; $2KO: Saline 0.9% group =
5 mice| Drug group = 10 mice, p = 0.0024, Kruskal-Wallis test). The relative response
is calculated as a % of change of the baseline (time = 0, before any injection) mea-
sured 15 min after the injection of saline or drug. Due to difficulties in breeding of 3
2KOs, this is the only experiment containing both males and females (WT: Saline
0.9% group = T0M+3F| Drug group = 8M+2F ; 32KO: Saline 0.9% group = 2M + 3F |
Drug group = 5M+5F) ; no difference was found with univariate analysis between
sexes (p = 0.118, nparLD).

Mecamylamine induced mechanical allodynia at 400 nmol in WT (p = 0.01, Dunn’s
multiple comparison test) but not 32 KO mice (p > 0.99, Dunn’s multiple compari-
son test). Moreover, the effect of mecamylamine had a different effect in WT vs. 32
KO mice (p = 0.0029, Dunn’s multiple comparison test).

B: Effect of i.t. injection of 400 nmol mecamylamine on rotarod performances,
expressed as a % of change of the baseline (time = 0, before any injection) measured
15 min after the injection of saline or drug. Mecamylamine did not change speed of
fall or time of fall in naive CD1 mice (Saline 0.9% group = 4 mice | Mecamylamine
group =5 mice, Speed: p = 0.856, Time: p = 0.841, unpaired t-test).
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Statistical analysis of the frequency of synaptic currents in DH lamina IlI-IV neu-
rons (horizontal slices, sham and cuff mice)
Shown are the analysis of the three factors: surgery (left), type of neuron (ChAT::EGFP
or non-ChAT, middle) and type of current (spontaneous vs. miniature, right), for EPSCs
(top) and IPSCs (bottom). Same N as in Fig. 4.
There was no statistical difference in EPSCs frequencies between groups.

For IPSCs, main effects were significant: neuron (ChAT::EGFP vs. non-EGFP, p =
0.000179, 2-way ANOVA), surgery (sham vs. cuff, p = 0.004616, 2-way ANOVA) and
type of current (spontaneous vs. miniatures, p = 1.051e-3, 2-way ANOVA).
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Suppl. Fig. 4:

Statistical analysis of the mean instantaneous frequencies of spikes induced by
current injections (horizontal slices, sham and cuff mice)

Top: Shown are the analysis of the three factors: surgery (left), type of neuron (ChAT:
:EGFP or non-ChAT, middle) and injected current (0-180 pA, right). Same N as in Fig. 5.
Main effects were significant: neuron (ChAT::EGFP vs. non-EGFP, p = 1.15e-2, nparLD),
current injected (between 0 - 180pA, p = 3.91e-84, nparLD). Post-hoc analysis for current
injection vs. 0 pA: * p < 0.05, *** p < 0.0001. Not illustrated in the graph, comparisons vs.
30 pA:

p < 0.001 for 90 pA, and p < 0.0001 for 120 to 180 pA; comparisons vs. 60 pA: p < 0.001
for 120 pA, and p < 0.0001 for 150-180 pA; comparisons vs. 90 pA: p < 0.01 for 150 pA,
and p < 0.0001 for 180 pA)

Bottom: There was an interaction between the factors Neuron and Current injected (p =
2.30e-2, nparLD). **** p < 0.0001, *** p < 0.001 ** p < 0.01 vs. ChAT::EGFP neurons,
Bonferroni's multiple comparisons test.
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Caractérisation de la voie cortico-spinale et son implication
dans lI'intégration sensori-motrice

Résumé

Un mouvement coordonné repose non seulement sur une commande motrice appropriée, mais
aussi sur l'analyse en direct des informations multi-sensorielles regues. Le tractus cortico-spinal
(CST) est soupgonné d’étre responsable de ces fonctions. Le but de ma thése a été de comprendre
comment le contréle cortical des entrées sensorielles s’organise autour de la commande motrice
pour produire des comportements coordonnés.

En étudiant les voies corticofuges, nous avons découvert que les controles moteur et sensoriel
proviennent de la méme zone corticale mais suivent ensuite des voies séparées. Nous avons
montré que la commande motrice des membres postérieurs est principalement relayée par les
centres moteurs supra-spinaux sous-corticaux, et n'est que partiellement encodée par le CST via
un relais proprio-spinal rostral. En revanche, les neurones cortico-spinaux sont essentiels pour le
controle sensoriel, qu’ils réalisent directement par l'intermédiaire d'une population
d'interneurones lombaires. Cette nouvelle compréhension des fonctions de la voie cortico-spinale

est fondamentale pour I'appréhension des maladies affectant le CST.

Summary

A coordinated movement relies not only on a proper motor command, but also on the online
analysis of a constant multi-sensory feedback. It has recently been hypothesized that the
corticospinal tract (CST) could be responsible for such functions. The goal of my thesis was to
unravel how the cortical filtering of sensory inputs hinges on the cortical motor command to
produce well-coordinated behaviors.

By sequentially investigating different stages of the corticofugal circuits, we found that both the
motor and sensory control both originate from the same cortical area but then follow segregated
paths. We showed that the hindlimb motor command is mainly relayed through subcortical
supraspinal motor centers, and is only partly encoded by the CST via a propriospinal relay in the
rostral spinal cord. In contrast, corticospinal neurons are essential for sensory control and execute
it directly through a population of lumbar interneurons. This new understanding of the functions

of the CST is fundamental for the study of diseases such as amyotrophic lateral sclerosis.




