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Introduction et objectifs

Le cerveau est plastique a tout age et le cervdalieareste doté d'une incroyable
capacité a remodeler ses réseaux neuronaux eredasidn. Ce remodelage contribue a la
régression spontanée du déficit neurologique oBsenez la majorité des patients victimes
d'un accident vasculaire cérébral ou encore audeéitey d'apparition des premiers symptémes
cliniues chez les patients souffrant de maladmsadégénératives comme la maladie de
Parkinson ou de Huntington. Par ailleurs, les dgiices motrices associées a ces pathologies
sont améliorées par une rééducation adaptée aessclez 'homme que chez lI'animal. Ces
données expliquent pourquoi de gros espoirs thatapes sont fondés sur les stratégies
pharmacologiques capables, comme la rééducatiopptimtialiser la réponse plastique du
cerveau a la mort neuronale. Dans ce contextereldserches conduites au laboratoire ont
pour objectif d'identifier les mécanismes biochio@g qui sous-tendent la plasticité post-
Iésionnelle, cibles des futurs médicaments capall@serférer avec la récupération
fonctionnelle. Les expériences sont conduites ¢bgat soumis soit a une lésion corticale
d'origine ischémique soit a une Iésion striatadeigine métabolique. Cependant, pour vérifier
gue les interventions pharmacologiques qui interfeavec la biochimie de la neuroplasticité
post-lésionnelle ont bien des répercussions stat I'deurologique des animaux, il est
nécessaire de disposer de tests fonctionnels degpahdre a trois critéres: 1) le test doit
explorer une fonction qui sera altérée de facofissufiment durable par la I€sion, 2) le déficit
fonctionnel révélé par le test doit régresser gerisspontanée dans le temps, 3) le test ne doit

pas poser de probleme d'objectivité (déficit exgrpar des variables quantitatives continues).

Le laboratoire a précédemment montré que la l&diooerveau, gu’elle soit corticale
ou striatale, conduisait a une réduction de lagoevnce des animaux a réaliser le test de la
poutre (Millerot-Serrurot et coll, 2007). Ce testi germet de coter a I'ceil I'utilisation et le
placement des pattes lors de la traversée d’uniepétroite et surélevée, a réveélé I'existence
d’anomalies pour les pattes contralatérales aderé Aussi, nous avons émis I'hypothese
selon laquelle une analyse détaillée de la locamod partir de Iimagerie du mouvement
constituait un paradigme expérimental approprié porntifier de facon sensible et objective
le déficit et la récupération sensorimotrice inglygar chacun de nos modéles de lésion. Cette
technologie a déja été utilisée par d'autres labwes pour étudier la locomotion chez le rat

et méme la souris mais jamais en cas de Iésiortheau.
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Dans ce contexte, les objectifs de ma these ont été

- d'adapter au rat la technologie d'imagerie duvement (systeme optoélectronique VICON)

jusque-la dédiée, dans notre laboratoire, a I'élud@ouvement chez I'homme.

- de décrire la stratégie utilisée par le rat pgoanchir un obstacle, tache locomotrice qui n'a
jamais fait I'objet d'étude chez le rat et quilgBisée chez ’'homme pour détecter les patients
a risque de chutes.

- d'explorer dans quelle mesure les parametresrioteurs évoluent lors des études a long
terme. En effet, les changements de poids cormaréd caractere continu de la croissance
osseuse sont susceptibles d'introduire un biais daterprétation des résultats.

- de quantifier le déficit locomoteur induit pas|&sions corticale et striatale, la locomotion
étant enregistrée lors d'une course sur tapis mbylacomotion stéréotypée) ou lors du

franchissement d'obstacles (locomotion dirigéeddigur le tapis roulant.
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I) Données générales sur la locomotion

La locomotion est un acte moteur, qui une fois @#ché, est réalisé sans effort
conscient de fagcon automatique et stéréotypé grdmxistence de réseaux d’interneurones
situés dans la moelle épiniére. Ces réseaux samusosous le nom de « Générateurs
Centraux de Rythmes (GCR) » ou « Générateurs Gentla Patron » (GCP) traduction de
'anglais « Central Pattern Generators (CPG). L'activité des CPG est responsable de
I'activation coordonnée des motoneurones qui inerrles muscles extenseurs et fléchisseurs
sollicités respectivement pendant la phase d’agpuda phase d’oscillation. Cette activité
rythmique et coordonnée génere ce que I'on apfeepattern locomoteur, défini comme étant
un schéma moteur global qui se répéete d'un cyaenmteur a I'autre. Au repos, les CPG
sont silencieux et leur activation est déclenclraddgs régions locomotrices du tronc cérébral.
Pendant la marche, I'activité des CPG et des matones est en permanence modulée par
les réflexes cutanés et proprioceptifs (GrillneWatllen, 1985 ; Rossignol et coll, 2006) ainsi
gue par les voies motrices descendantes (Armstd®88 ; Grillner, 1985). Cette modulation
par les voies sensitives et motrices permet d’agpe facon involontaire et volontaire) le

pattern locomoteur au milieu environnant.

L'essentiel de ce qui est connu sur les voies nsegimpliquées dans I'amorce, la
modulation, et l'arrét de la locomotion humainété fourni par des expériences relativement
anciennes conduites chez le chat. Dans certaingérierces, les parametres locomoteurs
et/ou I'activité électromyographique ont été anétyapres Iésion ou stimulation localisée du
systeme nerveux, alors que dans d’autres expésanest I'activité électrique de différentes
régions du systéme nerveux qui a été enregistnégape I'exécution de taches locomotrices
plus ou moins complexes. On peut préciser ici qgge donnaissances sur les CPG ont
largement bénéficié des expériences de locomotictivd (enregistrement de l'activité
électrique des nerfs moteurs) chez I'animal spisattion compléete de la moelle épiniére) et
curarisé. Enfin, les études in vivo et in vitrogparation de moelle épiniere isolée) conduites
sur d’autres especes animales qu’il s’agisse thraroie, du mollusque, du céphalopode, du

rongeur ou du singe ont également apporté lewiloiormations.



Revue Bibliographique

II) Analyse de la locomotion chez le rat

De nombreux tests sont actuellement disponiblesir pquantifier le déficit
sensorimoteur des pattes (surtout pattes antésiearele déficit cognitif induit par une Iésion
du cerveau, et des efforts constants sont faits giogmenter leur sensibilité et leur objectivité
(Bouet et coll, 2009 ; Freret et coll, 2009 ; Hagle et coll, 2007). A I'oppose, le nombre
d’outils développés chez le rat pour « quantifida>fonction locomotrice résiduelle apres
lésion du systéme nerveux central est plutét faillle peuvent étre classés en deux
catégories : ceux qui évaluent un spectre limiteadecomotion et ceux qui renseignent sur la

cinématique.

1) Analyse restreinte de la locomotion

Parmi les tests les plus utilisés, on peut citeBBB test ou test de Basso, Beattie,
Bresnahan, (Basso et ¢oll995), trés utilisé en cas de lésion de la mogllai€re. Le test
consiste a coter (sur une échelle de 21 pointd¢fieit des pattes postérieures par un examen
visuel du rat placé dans un openfield. Un autregespermet de quantifier la coordination de
la marche et le placement des pattes consiste lgsandes empreintes de I'animal dont
l'extrémité des pattes est badigeonnée d’encre daree locomotion spontanée dans un
environnement plus ou moins restreint (Medinadetioll, 1982). Une version automatisée de
ce test est disponible, c’est le Catwalk test cuutpétre utilisé chez le rat (Wang et coll,
2008). L'exploration de la locomotion dirigée, qrequiert la modification du pattern
locomoteur fait appel a d’autres tests comme leetisee d’'une échelle horizontale (Metz et
Wishaw, 2002) ou d’'une poutre étroite surélevédg&m et Johansson, 1995). Il est possible
de modifier 'espacement des barreaux de I'échmler éviter une mémorisation de la tache
lors de la répétition des tests et d’augmenterifficdté de la traversée de la poutre en
réduisant sa largeur ou son inclinaison. Le déésit coté a I'aide d’'un score qui prend en
compte selon les laboratoires un ou plusieurs @eanetres qui suivent : la durée de la
traversée, le nombre de mauvais placements dess pltfposture de I'animal, le besoin d’'une
stimulation pour enclencher la traversée, le sé&amt établi a partir d’'un examen visuel
direct du rat ou de I'enregistrement d’une séqueridéo de sa traversée. Ces tests sont
réalisés en routine dans de nombreux laboratoaesis sont faciles et rapides a mettre en
ceuvre méme s'’ils posent des problemes en termesragbilité, de quantification (variable
discontinue) et d'objectivité. De plus, ils ne pettant pas de savoir si I'amélioration de la

10
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performance est due a la réacquisition d’'un mouvenm@rmal ou a la mise en jeu de

mouvements compensateurs.

2) Analyse cinématique de la locomotion

L’analyse cinématique de la locomotion est la tépi de référence pour étudier la
locomotion chez 'Homme. Elle consiste a reconstria trajectoire des membres dans le
temps et dans l'espace a partir de I'enregistrendelidide de cameras infrarouges et de
marqueurs placés sur la peau en regard des joirgslaires. Cette technique d’'imagerie du
mouvement renseigne de facon sensible et préciskirke et la longueur des différentes
phases du cycle, la vitesse du mouvement des attsisque leurs trajectoires. Cependant,
son adaptation chez le rat et méme la souris, espx petite taille au mouvement rapide des
pattes, est relativement récente. Chez l'animatinématique de la locomotion est le plus
souvent restreinte a une analyse en deux dimengionmnt sur une ou deux pattes,
généralement les pattes postérieures, soit en tammglinormales (Broton et coll, 1996 ;
Gimenez y Ribotta et coll, 1998 ; McEwen et Stehey\2001 ; Thota et coll, 2001 ; Pereira
et coll, 2006), soit en conditions pathologiquesioee par exemple en cas d’hypergravité
(Bouet et coll, 2004), en cas de Iésion de la reaighiniere (Collazos-castro et coll, 2006) ou
de lésion du nerf sciatiqgue (Varejao et coll, 200prs que la précision et I'exactitude de
I'excursion des joints articulaires sont meilled@sque I'analyse du mouvement est réalisée
en 3D (Couto et coll, 2008), le nombre d’étudesisaint I'analyse 3D de la locomotion est
encore faible. De plus, la plupart d’entre ellesget intéressées aux mouvements des pattes
d’'un seul hémicorps. Ainsi, Garnier et coll (200at) Canu et coll (2009) ont étudié la
locomotion du rat (normale ou soumise a une hypaigrgrolongée) sur terrain plat ou lors
de la traversée d’'une échelle horizontale. D’auétesles se sont intéressées a l'effet d’'une
lésion de la moelle épiniere sur la locomotion i@apulant) de la souris (Courtine et coll,
2008) ou du rat (Petruska et coll, 2007). A note@nnaissance, avant nos travaux,
'enregistrement simultané des quatre pattes cheatl n'a été réalisé que dans une seule
étude (Thota et coll, 2005) qui décrit la coordimratdes pattes lors d’'une course sur un tapis

roulant.

L’analyse cinématique de la locomotion chez l'arimdmet cependant certaines
limites liées a I'impossibilité de modéliser paréanent le mouvement des pattes car la peau

sur laquelle sont fixés les marqueurs est mobikedéplacement des marqueurs n’est donc

11
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pas exactement celui des parties rigides du sdqeclenh d’autres termes, la trajectoire du
marqueur ne correspond pas strictement a la taijeatelle de I'articulation, essentiellement
pour l'articulation du genou. Afin de s’affranchide ce probleme, il a été proposé de calculer
la position du marqueur du genou a l'aide d’'unehméé géométrique de triangulation
(Broton et coll, 1996). Cette méthode consistetanes la position du marqueur du genou a
partir de la position des marqueurs de la hanchie ¢4 cheville et des longueurs du tibia et
du fémur mesurées a I'aide d’'une simple régle 'smirhal. Filipe et coll (2006) a récemment
étudié la cinématique des pattes postérieures tdiorsad’une course sur tapis roulant et a
compare les valeurs des angles articulaires obsdotsgue la position du marqueur est réelle
et lorsqu’elle est estimée (par la méthode dedritation a partir de la mesure radiographique
du tibia et du fémur). Les résultats montrent guedleur des angles articulaires différe entre
les deux méthodes mais que I'évolution dans le sedgs angles est tout a fait comparable

entre les deux méthodes.

[Il) Les voies nerveuses de la locomotion

1) Les CPG

a) Mise en évidence et fonctionnement

Il'y a plus de 90 ans, Graham Brown (1911, 191@pogae une contraction alternée
des fléchisseurs et extenseurs de la cheville lehelzat aprés section de la moelle épiniere et
des racines dorsales. Ce résultat montre que |deregeniere contient des neurones capables
de produire un patron rythmique d’activité musa@agn I'absence de toute information
sensitive en provenance des récepteurs somestagstde toute information supraspinale. Il
est a I'origine du concept de I'existence de CPi@apx développé initialement par le suédois
Sten Grillner (1981) et accepté maintenant damsdede scientifique (Goulding, 2009 ; Butt
and Kiehn, 2003 ; Garcia-campmany et coll, 2016hK 2006 pour revue).

Les points essentiels concernant les CPG chezrenmfare quadrupéde sont :
- Les interneurones (excitateurs et inhibiteurs) cpntribuent a la génération du
rythme émettent de facon spontanée ou en répomes deuromodulateurs des volées de

potentiels d’action et fonctionnent comme des neesc< pacemaker ».

12
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- Chaque patte est controlée par son propre CRfalide entre C7 et T1 pour les pattes

antérieures et entre T11 et T13 et L1 et L6 posiphttes postérieures.

- Chaque CPG comprend de multiples modules intesttd@s permettant le controle
indépendant des muscles fléchisseurs et extensieuchaque articulation (cf schéma ci-

dessous).

- Des neurones commissuraux et des connectiongi@reptives assurent la coordination

entre les deux cotés de la moelle épiniére et éedrpattes antérieures et postérieures.

Infemeurone Motonaurona
excitaleur

doscendante

parmanents issue

as niveaux supraspinaux
R

Fléchisseur

Proposition d'un circuit organisé susceptible dades compte d'une activité alternée. Les interneesde ce
générateur central de rythme (CPG) produisent uiitgpa de base en inhibant mutuellement les muscles

fléchisseurs puis extenseurs via les motoneurdreddrian et Grillner, 1983).

Il n"existe évidemment que des arguments indireatsaveur de I'existence de CPG
chez 'homme et le plus renommé des spécialistele swjet est probablement le canadien V.
Dietz. Parmi ces arguments, on peut citer I'existethe mouvements d’enjambement chez des
patients avec lésion de la moelle épiniere (Didgtzadl, 1995) ou encore l'existence de
mouvements ressemblant a la marche chez le noumédlihelen et coll, 1981) ou chez
'enfant anencéphalique (Nashner et Forssberg,)1886plus, les expériences réalisées chez
I'enfant et I'adulte sont en faveur de l'intervamtid’'un couplage neuronal flexible a I'étage

spinal pour expliquer la coordination existant enés deux jambes et celle existant entre les

13
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membres supérieurs et inférieurs lors d’'une aétidé marche (Dietz, 2003). Enfin, des
patients spinaux peuvent générer des mouvementsnteurs et des patterns d’activation
musculaire comparables a ceux des sujets normalexrscorps est soutenu (Dietz, 1995).
Chez 'homme, les CPG s’étaleraient tout le long ldemoelle épiniére de I'étage

thoracolombaire a I'étage cervical (Dietz et cb8999).

b) Contrble réflexe

Malgré leur capacité indéniable a produire de nmaniautonome une activité
rythmique alternée caractéristique de [I'activitecdmotrice, l'activité des CPG est en
permanence modulée lors de la marche par les afféseextéroceptives qui ont leur origine
dans la peau des pattes, et les afférences preptiees qui ont leur origine dans les muscles,
les tendons et les articulations des pattes. Denfagmportante, I'activité des CPG est
également capable d’exercer un contrdle sur I'aéétides afférents sensitifs. Dit autrement,
les CPG choisissent les informations sensitives afi@indront les motoneurones spinaux
pendant la locomotion, ce qui permet d’adapter rigsonses réflexes aux mouvements
locomoteurs (Rossignol et coll, 2006). Cette irdtBom dynamique entre CPG siflexes
sensitifs complique I'étude du contréle des CPG lparafférences sensitives. Enfin, il faut
signaler ici que certains afférents sensitifs aidaton spinale projettent directement non pas
sur les CPG mais sur les motoneurones. Les domuugssivent sont pour I'essentiel extraites

de revues récentes (Dietz, 2002 ; Buschges, 2B@5signol et coll, 2006).

Chez le chat, l'interruption unilatérale ou bilatiér des influx cutanés en provenance
des pattes postérieures induit une dorsiflexionlalgatte objectivée pendant la phase
d’oscillation d’'une marche sur tapis roulant, anbenqui récupere rapidement. En revanche,
si la dénervation est induite chez I'animal sps®lila dorsiflexion est prolongée. Toujours
chez le chat, la dénervation cutanée n’est pas atinigp avec la traversée d'une échelle
horizontale pendant les 7 semaines qui suiventetagon. Au-dela, la tache peut étre a
nouveau réalisée grace a la mise en place d'unpeasation d’origine a la fois supraspinale
et spinale. En effet, en cas de dénervation complét placement correct des pattes de
lanimal sur les barreaux devient impossible en das spinalisation de l'animal (pas
d’'informations supraspinales) alors que le placémaorrect est possible méme apres
spinalisation lorsque la dénervation est incomplegs ailleurs, une stimulation cutanée sur la

face dorsale de la patte induit son hyperflexioneke est appliquée pendant la phase
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d’oscillation et son hyperextension si elle estligige pendant la phase d’appui. Chez le rat,
la seule étude disponible montre que l'anesthésimtgire (par le froid) des pattes
postérieures ne modifie pas le pattern locomoteais minduit une hyperextension de la

hanche et du genou lors d’'une course sur tapiamb(/arejao et Filipe, 2007).

En faveur d’'un contrdle des CPG par les afférempeeprioceptives, la position et la
force des pattes influencent le timing et la dudéel'activation des fléchisseurs (phase
d’oscillation) et des extenseurs (phase d’appui} lkde la marche (Grillner et Rossignol,
1978 ; Duysens et Pearson, 1980) chez le chatls@nhes études en locomotion fictive de
Conway et coll (1987) chez le chat montrent questlenulation du nerf plantaire avec
recrutement des fibres Ib (en relation avec leameg tendineux de Golgi) met fin a I'activité
des fléchisseurs lorsqu’elle est appliquée penldaplhase d’oscillation et augmente l'activité

des extenseurs lorsqu’elle est appliquée pendaftdse d’appui.

c) Contrdle par les régions locornces

A l'état basal, les CPG sont au repos. Leur acgtmatqui est indispensable a
l'initiation locomotrice, met en jeu des régions dwnc cérébral qui sont la région
locomotrice mésencéphalique (RLM) et la région tootrice sous thalamique (RLS)
localisées dans le diencéphale. Les neurones faorees régions font synapse avec les
neurones réticulospinaux (Schwanzel-Fukuda et d®B4 ; Garcia-rill, 1986) projetant

directement sur les CPG.

La RLM initialement découverte chez le chat par desses dans les années 1960
comprend le noyau cunéiforme caudal, le brachiumurmtivum et une région du noyau
pédonculopontin (NPP) (Takakusaki et coll, 2003.NPP n’est pas un noyau en tant que tel
mais plutdt une structure réticulaire appartendatfarmation réticulée mésencéphalique. Le
NPP est connecté aux ganglions de la base chendeur et le singe, et aux aires corticales
motrices du moins chez le primate (Aravamutharo#f 2009). Le NPP présente par ailleurs
des connexions directes avec la moelle épiniere theongeur (Skinner et coll, 1990) mais
pas chez le primate (Aravamuthan et coll, 2009)stiraulation électrique du NPP est capable
de déclencher la locomotion, et 'augmentation pegive de l'intensité de la stimulation
permet de passer de la marche au trot puis au ghkaple chat décérébre, mais supporté par

les ceintures et dont les pattes sont en contaat awm tapis roulant en marche (Shik et
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Orlovsky, 1976 ; Garcia-Rill et Skinner, 1987 ; GarRill et coll, 1990 ; Pahapill et Lozano,
2000). De plus, la Iésion du NPP induit chez lenpte une akinésie (Kojima et coll, 1997).

La RLS a été moins étudiée mais sa stimulationtrddee engendre une activité
locomotrice chez le rat et le chat. (Parker et &mon, 1983 ; Milner et Mogenson, 1988;
Mori et coll, 1989 ; Grillner et coll, 2005).

Il faut préciser ici que les régions locomotricegaivent de multiples afférences
gu’elles soient visuelles, auditives, vestibulaireemesthésiques ou proprioceptives (voir
schéma ci-dessous) expliquant pourquoi une motidicale I'environnement sensoriel peut

initier la locomotion.

Télencéphale
et tronc
cérébral

Moelle

Afférences visuelles,
auditives, vestibulaires,
somesthesiques
et propriceptives

Afférences cutanées

o /

épiniére

i ~

i

-
CPG

Interneurones

)Am‘cme{g

propriceptives

Afférences _/

Décharges
antidromiques

Deécharges .
orthodromiques

nes
\%_h

~_ Modulation présynaptique

€ 3 Sélection interneuronale

_ 0 Rythmogenése

=

e

2 Propriétés membranaires liées a la tache

Représentation simplifiée des interactions sensarices contribuant a la régulation du pattern lenoteur

(d’'aprés Rossignol et coll, 2006).

Les entréesserealles d'origines diverses se projettent surnaelle

épiniére ou le tronc cérébral et sont généralenmntmises a un contréle présynaptique inhibiteurjgme).

Les afférences font synapse avec des neuronesaedserdre qui sont eux-mémes modulés par des ggase

rythmiques de telle sorte que certaines voies souvertes ou fermées a différentes phases du cycle

(interneurones en violet). Ceci est réalisé soit das messages générés par des interneurones umdpliq

directement dans la genése de pattern locomotesais, par des interneurones (IN) dont I'excitabiliést
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modulée cycliquement par le générateur central géhme (CPG). Les propriétés membranaires des
motoneurones et des interneurones actifs dansdantotion peuvent changer également le gain desnsgso

aux stimuli sensoriels.

2) Les voies motrices descendantes

Apres section unilatérale de la moelle épiniérguadrupéde (chat et rat) récupére de
facon spontanée et relativement rapidement unevitéctiocomotrice quasi normale
(Ballerman et Fouad, 2006) confirmant que les &as& ascendants et descendants ne sont
pas indispensables a la production de la locomof@ependant, il est admis que pour se
déplacer adéquatement dans un environnement chdndeativation des voies motrices
descendantes est nécessaire a la modification tailerde la trajectoire des membres et au
maintien de [I'équilibre (Grillner et Wallen, 1985Ces voies sont, chez I'homme,
classiquement dissociées en deux grands systelmeg/steme ventromédian et le systéme

dorsolatéral.

a) Le systeme ventromédian

Ce systeme comprend trois voies prenant naissamte l@ tronc cérébral : la voie
vestibulospinale, la voie réticulospinale et laevééctospinale. Ces voies transitent dans le
bulbe rachidien en dehors des pyramidales bulbaif@eu leur nom de voies
extrapyramidales) puis empruntent les cordons sartpartie mediane et latérale) de la

moelle épiniére.

La voie vestibulospinale Elle a pour origine les noyaux vestibulaires huks qui relaient
I'information sensorielle issue des récepteursimalsires du labyrinthe de l'oreille interne.
Chez 'homme comme chez le chat, le faisceau wdsspinal médian (ou faisceau
longitudinal médian) qui prend naissance dans fes/aux vestibulaires médians projette
bilatéralement sur la moelle épiniére alors quiaikceau vestibulospinal latéral (ou externe)
nait dans le noyau vestibulaire externe et projgisdatéralement sur la moelle épiniere
(Matesz et coll, 2002). Chez le rat, la projectast ipsilatérale sur les cornes sensitive et
motrice. Les études électrophysiologiques ou d@néss’accordent pour montrer que le

faisceau vestibulospinal joue un réle incontouraatdns le maintien de la posture durant la
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marche. La stimulation du noyau vestibulaire ldtéfeez le chat durant la phase d’appui
augmente le niveau d’activité des extenseurs (Gkipv 1972 ; Armstrong, 1988). En
revanche, délivrée durant la phase d’oscillatiara(gl les muscles fléchisseurs sont actifs), la
stimulation n’affecte pas ou peu les patterns diatbn musculaire. De plus, il existe une
relation entre les décharges des neurones vestiinbux et I'activité des extenseurs durant
la locomotion (Orlovsky, 1972 ; Orlovsky et coll992). Enfin, la Iésion spécifique des
noyaux vestibulaires (Yu et Eidelberg, 1981) ousgatéme ventromedian a I'étage spinal
(Brustein et rossignol, 1988) conduit chez le chain défaut de stabilisation de I'équilibre

meédiolatéral, une attitude plus accroupie et udecgton de la vitesse de déplacement.

La voie réticulospinale Chez I'Homme, cette voie se subdivise en deuscdaiux qui
naissent pour lI'un dans la formation réticulée mpr et pour l'autre dans la formation
réticulée bulbaire. La projection spinale est mtgoement ipsilatérale pour les deux
faisceaux. Chez le rat, les noyaux réticulaireg poésents dans tout le tronc cérébral (Satoh,
1979) et la projection des fibres réticulospingkgcrétion de sérotonine) est plutdt bilatérale
et sur toutes les couches. Par ailleurs, un cen@minbre de noyaux réticulaires projettent a la
fois sur la moelle et sur le cortex cérébral (Newratliu, 1987) et certains neurones localisés
dans les aires motrices corticales projettent ®s moyaux réticulaires (voie cortico-
réticulaire) (Matsuyama et coll, 2004). Sur le plamctionnel, il existe de nombreux
arguments, obtenus chez le chat, en faveur deefiahtion de la voie réticulospinale dans
I'ajustement de la réponse posturale qui accompbgloeomotion. Durant la locomotion, les
neurones reéticulospinaux présentent une activitenmigiue en relation avec l'activité des
muscles fléchisseurs et extenseurs (Matsuyama est, d2000) et leur microstimulation
influence l'activité aussi bien des fléchisseurs ges extenseurs, tout dépend de la phase du
cycle pendant laquelle la stimulation a lieu (Drewv Rossignol, 1984, 1990a, 1990b).
Concernant la locomotion dirigée, de multiples @ees d’hyperactivité neuronale sont
observées a chaque fois qu’une patte franchit téabes (Prentice et Drew, 2001). Il a été
proposé que la décharge des neurones réticulospimaservée pendant le franchissement
d’'une patte ait un double objectif qui est d’augteefiactivité des fléchisseurs de la patte en

action et d’augmenter l'activité des extenseurkadgette en support.
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La voie tectospinale Cette voie a pour origine le colliculus supériglr mésencéphale
(tectum) qui recoit des informations de la rétindy cortex visuel et des aires
somatosensorielles. Apres décussation dans le cé&srale, les fibres tectospinales se
trouvent prés de la scissure médiane ventrale dendelle épiniére et se terminent
majoritairement dans les segments cervicaux. lseéaiu tectospinal participe au contréle des
mouvements de rotation de la téte en réponse atiesli visuels. Chez le rat, la lésion du
colliculus supérieur ne modifie pas le pattern moteur (Goodale et Murison, 1975) mais
augmente I'aspect quantitatif de la locomotion sppée (dans un openfield ou sur une roue

d’entrainement).

b) Le systeme dorsolatéral

Ce systeme comprend la voie corticospinale quinacsmine dans le cortex cérébral,
et la voie rubrospinale qui nait dans le noyau eositué dans le mésencéphale. La premiéere
transite dans les pyramides bulbaires (voie pyrale)det la seconde en dehors (voie
extrapyramidale) puis ces voies empruntent resgEoent les cordons dorsaux et latéraux de

la substance blanche médullaire.

La voie corticospinale.Chez ’lhomme 60% des fibres corticospinales naissent dangrtex
moteur (lobe frontal), pour moitié dans le cortegteur primaire (aire 4 de Brodmann), et
pour I'autre moitié dans le cortex prémoteur (&irde Brodmann), les 40% restants ayant leur
origine dans les aires somesthésiques primairescendaires (lobe pariétal, aires 1, 2, 3, 5 et
7 de Brodman). L’ensemble de ces fibres descenldtg@slement dans la capsule interne, les
pédoncules cérébraux puis dans les pyramides doe naichidien. A la jonction bulbo-
médullaire, prés de 90% des fibres corticospinatesent et forment le faisceau pyramidal
croisé (qui cheminera dans le cordon latéral mada), le restant des fibres croisent au
niveau medullaire et forment le faisceau pyramidiatct (qui cheminera dans le cordon
ventral). Pour le faisceau pyramidal croisé, biea quelques fibres issues des aires corticales
4 et 6 projettent directement sur les motoneurahgsa (corne motrice), la majorité d’entre
elles se termine sur les CPG. Quant aux fibreessdles aires corticales 1, 2, 3, 5 et 7, elles
projettent sur la corne sensitive de la moelle iéptnet modulent ainsi la transmission des

influx afférents. Concernant le faisceau pyramidiéct, il projette bilatéralement sur les
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motoneurones alpha et les CPG. Chez |eleataisceau corticospinal a essentiellement pour
origine les cellules de Betz (neurones pyramidaedadcouche V) du cortex moteur mais
aussi d’autres neurones du cortex frontal et pnédilq(Li et coll, 1990, Miller et coll, 1987).
Le faisceau qui transite directement dans le smaf{pas de capsule interne chez le rat)
comprend deux, et possiblement trois divisiongtade spinal (voir Whishaw et coll, 2002).
Environ 95% des fibres croisent au niveau bulbgins descendent dans le cordon dorsal (en
position ventrale pour 93% des fibres et en pasitiorsolatérale pour 2%). Les 5% de fibres
restantes ne croisent pas et cheminent dans lerceehtral. Ainsi, contrairement a I'homme
mais comme chez le chat, un certain contingenfibdess corticospinales ne croisent pas chez
le rat (Brosamle et Schwab, 1997). Une autre ingpoet différence entre 'homme et le rat est
que chez le rat, les fibres corticospinales prefgtpour I'essentiel sur la corne sensitive
(Lemon, 2008).

Sur le plan fonctionnel, la voie corticospinale esinsidérée comme la source
primordiale de la commande des mouvements intemiisnchez 'lHomme. Cette idée s’est
construite sur le fait qu'en cas d’accident vascelaérébral conduisant a une Iésion du
cortex cérébral ou de la capsule interne (syndrpgramidal), les patients présentent une
hémiplégie ou une hémiparésie. En faveur de I'iogtion de la voie corticospinale dans la
locomotion du quadrupéde, certaines cellules dtekomoteur ont une activité maximale
durant la phase d’appui alors que d’autres I'omadtla phase d’oscillation (Armstrong et
Drew, 1984 ; Beloozerova et Sirota, 1986 ; Widagwet coll, 1994). De plus, la stimulation
du cortex moteur pendant la phase d'oscillatiomarge I'activité des muscles fléchisseurs
alors que la stimulation pendant la phase d’ap@diit I'activité des extenseurs (Bretzner et
drew, 2005). Cependant, chez le rat, le chat eteriérsinge, la pyramidotomie conduit a un
déficit locomoteur qui régresse rapidement (Armegret coll, 1986 ; Metz et coll, 1998 ;
Muir et Whishaw, 1999). Apres quelques jours ouaees seuls certains animaux présentent
des déficits mineurs comme une patte trainanteders phase d’oscillation (Jiang et Drew,
1996), une hyperflexion pendant la phase dosmiat(Metz et coll, 1998), une
hyperextension durant la phase d’appui (Eidelbénrgue 1981). Aussi, la voie corticospinale
n’est pas indispensable a la locomotion chez le@gyeede, du moins en cas de locomotion
sur terrain plat. C’est peut étre aussi le cas didamme. En effet, en cas d’accident
vasculaire cérébral, la performance a la marcheegs®, endurance, paramétres
spatiotemporels) ainsi que la réponse au recondiment (tapis roulant avec harnais) sont

indépendantes de I'étendue de la lésion du trambuscospinal (Dawes et coll, 2008). En
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revanche, I'étendue de la lésion est un détermimajeur du déficit moteur qui affecte la
main (Zhu et coll, 2010).

Si lintégrité de la voie corticospinale n’est paslispensable a la locomotion sur
terrain plat du quadrupéde, qu’en est-il en cakdemotion nécessitant un placement précis
des pattes comme lors de la traversée d'une échellizontale ou le franchissement
d’obstacles placés sur le sol ou sur un tapis nbtaChez le chat, la plupart des neurones
moteurs corticaux augmentent leur activité lorslalenodification volontaire du pattern
locomoteur de base (Beloozerova et Sirota, 1998wD1993 ; Widajewick et coll, 1994 ;
Kabli et drew, 1998a, 1998b; pour revue Drew, 20dBe plus, I'accroissement des
décharges des neurones du cortex moteur est carl&dégmentation de la précision de la
tache suggérant un réle important du cortex madens le contréle des mouvements preécis ;
d’ailleurs, le chat heurte I'obstacle ou tombe tHelle aprés inactivation bilatérale ou
unilatérale du cortex moteur par un anesthésigeca lou aprés son exérese (Beloozerova et
Sirota, 1993). Cependant, une information souvemte dans la littérature est que le déficit
ne dure que 3-4 jours. Plus recemment, il a été&mdaue le chat était incapable de franchir
correctement un obstacle apres interruption baddéa I'étage spinal (T13) des voies
corticospinale et rubrospinale. En effet, 'anirhalirte I'obstacle avec ses pattes postérieures
suite & une dorsiflexion exagérée de la chevilleeg@Det coll, 2002). Enfin, Friel et coll
(2007) ont montré que linactivation unilatérale dartex moteur (impliquant les pattes
antérieures uniquement) chez le chaton conduit lehelzat adulte & un placement inapproprié
de la patte antérieure contralatérale lors deaeensée d’'une échelle horizontale ou lors du
franchissement d’'un obstacle attaché a un tapimbuDe fagon plus précise, la patte qui
initie le mouvement est placée trop loin du barreaude l'obstacle. En revanche, sa
trajectoire n’est pas affectée. Concernant lesestuthez le rat, Metz et Whishaw (2002) ont
étudié la locomotion lors de la traversée d’'uneeiehhorizontale 3 a 6 mois aprés lésion
unilatérale du cortex moteur ou du tractus corpate a I'étage bulbaire. Comparativement
aux animaux intacts, les animaux lésés présenteist fpéquemment un déficit dans le
placement des pattes antérieures qu’elles soigitaigrales ou contralatérales a la Iésion. De
plus, en cas de bon placement, la flexion des sl@gtour du barreau est moindre en cas de
Iésion, du moins pour la patte antérieure conttedde a la |ésion. Le laboratoire (Millerot-
Serrurot et coll, 2007) et d’autres (Goldstein, 200nt montré que la Iésion du cortex moteur
chez le rat réduit de fagcon précoce mais transit@rjours) la performance a traverser une

poutre surélevée. De facon surprenante, le rolia deie corticospinale dans la locomotion

21



Revue Bibliographique

dirigée chez 'homme est peu documenté. Cependartas de Iésion corticg®st-AVC, les

patients hémiplégiques mais capables de déamlanerade sont également capables, pour
la majorité d’entre eux (plus de 80%), de franahmrobstacle fixé a un tapis roulant (Den
Otter et coll, 2005).

La voie rubrospinale. Chez 'homme, les axones de la voie rubrospinalesent au niveau
du tegmentum puis cheminent dans le cordon latééalullaire contralatéral avant de projeter
sur les interneurones de la substance intermédairdans une moindre mesure sur les
motoneurones alpha proches. Chez le rat, la vaiespinale projette sur les motoneurones
des pattes (innervation des muscles distaux ahiéidiaires mais pas proximaux)(Kuchler et
coll, 2002). De plus, une portion des axones ryonaaix (entre 10 et 30 %) ne croise pas
(Brown, 1974 ; Antal et coll, 1992). Le rble deviaie rubrospinale dans la locomotion a été
relativement peu étudié. Cependant, chez le rdgsian unilatérale du noyau rouge ou du
tractus rubrospinal conduit & une asymétrie deseforproduites par les pattes et a des
anomalies de la coordination des pattes lors tlectamotion sur terrain plat ou compromet la
traversée d'une échelle horizontale (Muir et Whish2000 ; Webb et Muir, 2003). Chez le
chat, une augmentation importante de la décharfjidaiee des neurones du noyau rouge a

été enregistrée lors de I'enjambement d’'un obsiaeeoie et drew, 2002).

3) Ganglions de la base et locomotion

a) Données anatomiques

Les ganglions de la base comprennent un ensemlvley@gix sous-corticaux que sont
le noyau caudé, le putamen, le globus pallidusndgau sous-thalamique (NST) et la
substance noire (SN). Chez 'Homme mais pas cheatlele noyau caudé et le putamen sont
sépareés par la capsule interne. L'ensemble noyadécat putamen forme le striatum qui est
subdivisé en trois portions : le striatum dorsaktriatum latéral et le striatum ventral. Chez le
rat, I'équivalent du striatum ventral est le noyaccumbens. Chez I'homme, le globus
pallidus comprend une partie interne (GPi) et padie externe (GPe). Chez le rat, le GPe
s’appelle pallidum et le GPi correspond au nogatopédonculaire.
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Coupe coronale de cerveau de rat (a gauche) et Hui@adroite) : sont représentées les structuregennas
des ganglions de la base : striatum (noyau caud@utamen), globus pallidus ainsi que le noyau sous-
thalamique et la substance noire (uniquement Iégsmsir la coupe de cerveau Humain). Le noyau catidi
putamen appelé caudo-putamen chez le rat est savpar des fibres de substance blanche : le faiscea

corticospinal.

Le striatum est la principale structure d’entrée oidormations dans les ganglions de
la base. La plupart des neurones striataux sontAgtddques (petits et moyens neurones), les
autres (grands neurones) sont cholinergiques.rlagsh recoit des afférences en provenance
de presque toutes les régions du cortex cérébials afférences d’origine corticale projettent
sur le striatum selon une somatotopie bien préfideGeorge et Faull, 1989). Chez le
primate, les portions dorsolaterales du putamemiuetcaudé (striatum dorsolateral) sont
innervées par les aires motrices corticales ebiex somatosensitif, les portions rostrales des
deux noyaux étant innervées par les aires coriGgeociatives et les portions ventrales par le
cortex limbique (Voir Feekes et Cassel, 2006). Aussr le plan fonctionnel, le striatum
comprend trois territoires : sensorimoteur, assibciat limbique, compatibles avec
limplication du striatum dans respectivement, tntrole, la planification et la gestion des
processus motivationnels et émotionnels assodiésta moteur (Postuma et Dagher, 2006).
Hormis le cortex, la substance noire compacte (&M thalamus constituent les deux autres
sources d’'afférences striatales. La SNc qui inndevestriatum dorsal forme le systéme
dopaminergique nigro-strié (Faull et carman, 1968) dégénere dans la maladie de

parkinson. D’autres projections, quantitativemenheures, ont été mises en évidence et
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proviennent notamment du pallidum, de 'amygdale,ndyau sous-thalamique, et du tronc
cérébral (raphé, formation réticulée, noyau pédimpantin (NPP) (Veening et coll, 1980 ;
Mori et coll, 1985 ; Parent, 1990). Le GP est lag@pale structure de sortie des informations
hors des ganglions de la base. Il retourne lesrirdtions d’origine corticale via le thalamus
aux cortex moteur primaire, prémoteur et frontalddifieton et strick, 2000). Par ailleurs, les
ganglions de la base via essentiellement la SNMulég (SNr), sont connectés (neurones
GABAergiques) aux regions du tronc cérébral impdes dans la locomotion (région
locomotrice mésencéphalique, noyau cunéiformeg ébrius musculaire (formation réticulée
pontobulbaire). On peut noter ici que le striatumage des afférences sur la SNr selon une
organisation topographique bien précise (Deniaco#f 1996). L'’ensemble de ces données
anatomiques suggere fortement que le striatumngsosition pour réguler la fonction motrice
via le systéeme ganglions de la base-cortex et $&up® via le systéme ganglions de la base-
tronc cérébral (Takakusaki et coll, 2003 ; Drewat, 2004 ).

[ Cortex Cérébral )
\ 4
.—{ Striatum } { Thalamus J

Représentation schématique des principales afféeret efférences du striatum. SNc: Substance Noire
compacte ; SNr : Substance Noire réticulée.
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b) Rdle du Striatum dans la locomotion

L'idée d'un role du striatum dans la locomotion feade essentiellement sur les
troubles de la marche observés chez les patienifratt de la maladie de Parkinson,
pathologie due a la dégénérescence des neuronamih@pgiques de la voie nigrostriée et
dont les signes cliniques (akinésie, tremblementrigidité en tuyau de plomb) sont
proportionnels a la déplétion en dopamine du simatLa marche du parkinsonien est
typique; lente a petits pas trainants avec pertbalant des bras, antéflexion du corps et
possibilité de blocage imprévisible (freezinDg facon intéressante, bdocage peut étre levé
par la nécessité d’une modification volontaire ditgrn locomoteu{montée desnarches
d'un escalier, enjambement d’'un objet). Cependbattivation des muscles des jambes
comme celle des bras lors d’'une marche sur tapismbavec obstacle n’est pas différente
entre les patients parkinsoniens et les individust@me age mais non malades (Dietz et
Michel, 2008). De plus, si I'on excepte une plusutkaélévation du pied lors du
franchissement de l'obstacle (fixé sur un tapislawot), les parameétres locomoteurs ne

différent pas entre le parkinsonien et son contrdle

Des anomalies de la locomotion et de la postur¢ également rapportées dans les
modeles rats de maladie de parkinson (lésion éndkt du faisceau dopaminergique
nigrostrié par injection locale de 6-hydroxydopaei(6-OHDA) ou 1-methyl-4-phényl-
1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP). Le rat hémipasknien présente une extension
prolongée du genou des pattes contralatéraleslésilan ainsi qu’'une asymétrie posturale
pendant la locomotion, le poids du corps étant supppar les pattes contralatérales a la
lésion (Muir et Whishaw, 1999 ; Miklyaeva et call994 , 1995 ; Metz et coll, 2005). Ces
anomalies sont associées a un comportement r@atanmactéristique (dans le sens ou la
transmission dopaminergique est la plus faible) ddaha et coll, 2008). De plus, chez le rat
hémiparkinsonien, la durée et la vitesse de la elthgscillation sont réduites lors d’'un
déplacement sur le sol (Vlamings et coll, 2007Ysalgue la locomotion sur tapis roulant (a
faible vitesse) est hésitante et irréguliere (Changoll, 2006). Chez la souris avec lésion
bilatérale de la substance noire, la longueur dsl g&t bien plus variable que chez son

contrdle non Iésé (Kurz et coll, 2007).

Un réle du striatum dans la locomotion s’appuiel&gant sur les troubles de la

marche présentés par les patients souffrant dedieadiédHuntington, maladie génétiguement
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transmissible causée par la mort progressive desones GABAergiques et cholinergiques
du striatum et qui se caractérise par des mouvamamiréiformes hyperkinétiques. Les
malades présentent un déclin de la vitesse de marcicours du temps lié a une dégradation
des caractéristiques temporelles (cadence et dlurégycle) et spatiales (longueur du cycle
diminuée) (Delval et coll, 2008). Par ailleurs,s imalades sont incapables de cadencer leur
marche a un métronome sonore (Bilney et coll, 20@&n que peu d'études soient
disponibles, la locomotion est également affeci@@sdes modeles animaux de maladie de
Huntington. Ainsi, apres administration systémigii@cide 3 nitropropionique, la souris est
incapable d'engager ses pattes postérieures dansurse sur tapis roulant (Amende et coll,
2005) et aprés administration intrastriatale uéitae de malonate, le rat présente de grandes
difficultés dans la réalisation du test de la pe(Millerot-Serrurot et coll, 2007).

Enfin, en faveur de la contribution du striatum sl contréle de la marche, certains
neurones striataux déchargent a une fréquenceagiend celle du cycle locomoteur chez le
rat (Shi et coll, 2004) et une activation du stnmatest observée lors de I'imagination d’'une

marche le long d’une courbe chez 'humain (Wagneo#, 2008).
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Schéma récapitulatif des voies nerveuses impliquédans la locomotion
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Afférences vest. /

Interneurones spinaux (CPG)

Motoneurones

Les structures spinales (interneurones spinaux @ap< cellulaires des motoneurones) et supraspinales
(localisées dans le tronc cérébral et le cerveatéaeur) sont en constante interaction avec desrinftions
sensorielles provenant de nombreuses sources (esJsgleau, et organes sensoriels, collatérales de
motoneurones). vest. : vestibulaires; vis. : vilsel
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MATERIELS et METHODES
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Les expériences ont été menées sur des rats Wistaes adultes (Dépré, Saint
Doulchard, France) aptes a réaliser une coursdi@égsur tapis roulant. Les animaux ont
libre acces a l'eau et a la nourriture, sont héberging par cage afin de maintenir
l'interaction sociale et soumis a un cycle jourfnde 12/12 heures. Les études ont éte
réalisées selon les regles de la Iégislation deo€amentation animale et en accord avec le

comité d’Ethique de l'université de Bourgogne.

I) Etude de la locomotion

La locomotion du rat a été étudiée lors d'une @ tapis roulant muni ou pas
d'obstacles a l'aide d'un systeme optoélectromejie a six caméras, trois de chaque coté du
tapis roulant, afin d'enregistrer simultanémentdesx hémicorps et de réaliser une analyse

en 3D du mouvement (un méme marqueur doit au ni@s<é/u » par deux cameras).

1) Appareillage

a) Le systeme optoélectronique

Nous avons utilisé le systeme optoélectronique WNIC&vec des caméras MX 13
capables d’enregistrer deux cents images par secamec une résolution maximale de 1.3
Méga pixels (1280 x 1024 pixels). Les logiciels Mexet Workstation permettent la
reconstruction du squelette de I'animal (cf. Figarelessous) et la visualisation instantanée
des données cinématiques de position, de distdia®gle, de vitesse et d’accélération.

29



Matériels et méthodes

b) Tapis roulant

Nous avons utilisé un tapis roulant du commercenl@i®a SI, model LE 8700,
BIOSEB) dont nous avons modifié le capot et lagpadin de limiter la diffraction des ondes
infrarouges émises par les caméras. Le nouveau ¢efpdigure ci-dessous) a été realisé
manuellement a partir de découpes de plexiglasaiépur 2 mm (au lieu de 1cm) et d'une
planche en bois amovible faisant office de coueeafin de prévenir toute tentative de sortie
de I'animal. La piste originale a été remplacéeyya pieéce de toile cirée posée a l'envers, le

coté brillant étant caché.

c) Obstacles

Les obstacles ont été fabriqués a partir de cagpsedngues en plastique espacés de 4
mm et fixés a un support. Un tel espacement petmgiassage de l'obstacle entre les
barreaux de la grille électrifiée du tapis et ddaien’entrave pas le mouvement de la piste.
Au final, les caractéristiques des obstacles smsulivantes :

- hauteur : 3 cm

- largeur: 1,2 cm

- couleur noire

Deux obstacles sont fixés sur la piste, la disté@seséparant est de 45 cm, permettant

ainsi a lI'animal de réaliser plus d’'un cycle locoeuw complet entre les 2 obstacles.
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2) Les étapes pré et post-capture du mouvement

a) Calibration

La capture du mouvement est obligatoirement peeéline étape de calibration dont
le but est de définir le volume d'enregistrememdilfcation dynamique) et le systeme de
référence métrique (direction des axes X, Y, Z)isdéts pour le calcul des variables
cinématiques (calibration statique). Cette étapeessite au préalable de déterminer la
position et l'orientation des caméras par rapparttapis roulant. Dans notre étude, les
caméras sont disposées en demi-cercle autour dudapt elles sont éloignées d’environ 70

cm (cf. figure ci-dessous).

b) Identification des marqueurs et traitemesd mnages

Apres capture du mouvement et sur la premiere imiéggerimentateur attribue a
chaque marqueur son nom anatomique. Sur la basejpiesrts de distance entre I'ensemble
des couples de marqueurs, le systeme VICON est edqrable d’identifier les marqueurs sur
les images suivantes et méme de ré-estimer laigosians I'espace d'un marqueur qui
n'aurait pas été vu par les caméras. De facon itapta, I'extrapolation n’est réalisée que si
la perte de capteur n’excede pas 0.1 s. Cepentperimentateur devra veérifier sur chaque
image que le systéme n'a pas fait de confusion dejumeurs puis sélectionner les images a

partir desquelles seront calculés les parameétoesrioteurs.
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3) Préparation des animaux

a) Sélection des rats

Aprés habituation des rats a I'expérimentation (maation manuelle des animaux
par I'expérimentateur pendant trois jours, 30 yifép animaux sont sélectionnés en fonction
de leur aptitude a courir de fagon réguliére surtapis roulant. Dans ce but, nous avons

retenu le protocole suivant :

- Jour 1:

_~-Matin I'animal est placé sur le tapis roulant mainténbtiarrét durant
trois minutes. Ce laps de temps permet au rat tbexipet de se familiariser avec
I'environnement. Puis, le tapis est mis en marcFalde vitesse (10 cm/s) pour éviter
les départs abrupts. Aprés quelgues secondes, fesse@i est augmentée
progressivement (de 10 a 25 cm/s) pour permettemianal de s’habituer a la course.

-Aprés midi I'animal est placé sur le tapis roulant qui déeoa 25

cm/s.

- Jour 2:

-Matin et aprés midianimal est placé sur le tapis roulant qui déeca

25 cm/s.

- Jour 3:

-Matin et apres midianimal est placé sur le tapis roulant qui déeo

a 25 cm/s d'abord en I'absence d'obstacle puis résgnce des deux obstacles, la

vitesse de déroulement étant augmentée progressiiata 10 a 25 cm/s.

- Jour 4.

-Matin et apres mididem jour trois mais avec une vitesse d’emblée a

25 cm/s pour la course avec obstacles.
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Durant la phase de sélection, la course sur tapifractionnée en période de 30 s et
n'‘excéde pas 2 min, évitant ainsi toute fatigue. dl&eurs, I'électrification de la grille du
tapis roulant n’a été maintenue que les deux penours.

A lissue de la période de sélection, les animacapables de course réguliére sur le tapis
(appui des pattes antérieures sur la paroi dedtapp phase d’immobilité trop fréquente,

présence de l'allure galop) sont exclus des expgriations ultérieures.

b) Détermination de I'emplacement des marqueurs

Apres anesthésie générale a I'hydrate de chlora48® mg/kg, 10 ml/kg, i.p.), les
animaux sélectionnés sont rasés (tondeuse BaB3R€3, FORFEX) et les joints articulaires
sont repérés par palpation des segments osseux @pialisation passive des membres. La
projection cutanée du marqueur est définitivemer@tée par un tatouage précis de la peau a
I'encre de chine.

Pour les pattes antérieures, les tatouages sotiséaen regard des pieces
anatomiques suivantes: la scapula (a), les épgshysoximales (b) et distales (c) de
’humeérus et la partie latérale du cinquieme métaiea (d). Pour les pattes postérieures, ils
sont réalisés en regard de la pointe dorsale deéta iliaque (e), du grand trochanter (f), de
'extrémité distale du fémur (g), de la malléol¢ckale externe (h), et la portion latérale du

cinquiéme métatarsien (i) (Cf. Figure ci-dessous).

Position des marqueurs en regard des joints aréitek des quatre pattes.

c) Capture du mouvement

Avant chaque enregistrement de la locomotion, iireatiest, si nécessaire, & nouveau
rasé (anesthésie non nécessaire car 'animal esbrédiance) et les marqueurs sont collés au
niveau des régions tatouées a l'aide d’'un adhé&sibkd face (double face moquette, Leroy

Merlin). Quatre autres marqueurs sont ensuite s@téregard du squelette axial : au niveau
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de l'atlas (1), sur une vertébre thoracique entie deux scapula (2), et sur les vertebres
thoracolombaires (3 et 4). Au total, vingt-deux queurs sont positionnés sur lI'animal.
Enfin, deux marqueurs supplémentaires sont collapase de I'obstacle.

Position des marqueurs. Quatre marqueurs sont glasé chaque patte antérieure, cinq sur chaqueepatt

postérieure et quatre sur le squelette axial.

La capture du mouvement est réalisée lors d’'uneseosur tapis roulant qui déroule a
une vitesse de 25 cm/s. Les séquences d'enregistresont courtes : 3 x 20 s en l'absence
d'obstacle et 3 x 1 min en présence d'obstacléisgué de I'enregistrement, les marqueurs

sont décollés de la peau du rat et le rat replaeé ses congéneres.

4) Parametres cinématiques mesurés

Les données ont été analysées a partir d’'un prageaétrit sous le logiciel de calcul
matriciel MATLAB (MATrix LABoratory). Le programme a été réalisé fzavy Laroche et
sa veéracité a éteé verifiée, quand cela était plessilpartir des données individuelles fournies
par le logiciel NEXUS, ce qui a pris un temps cdasable. Les paramétres ont été calculés a
partir de quinze cycles locomoteurs en cas de eos@ss obstacle. En cas de course avec
obstacle, les paramétres ont été calculés a plrtaing passages consécutifs d'obstacle lors
de la premiere minute de course, ou a partir diangtaine de passages d’obstacles : soit sept

a huit passages consécutifs collectés dans chaesngériodes d’enregistrement.
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a) Lors de la locomotion stéréotypée

- Durée des phases d’'appui et d’oscillation

Au cours du déplacement, le cycle de marche ssalen une phase d’appui et une
phase d'oscillation dont les durées ont été cabsule partir des marqueurs les plus distaux
pour chaque cycle locomoteur. La phase d’appudéBhie comme étant la partie du cycle
qui débute dés que la patte entre en contact avepis roulant et se termine quand celle-ci
effectue un nouveau mouvement vers l'avant. La @liigscillation commence lorsque la
patte débute son mouvement vers l'avant et se nerorsque celle-ci entre a nouveau en

contact avec le tapis roulant.

Phase d’appui Phase d’oscillation

Sens du mouvement
- —>\de la patte
N

1

Sens du mouvement Sens du tapis roulant
de la patte sur tapis

roulant

Vue dans un plan sagittal des pattes postérieuresatl La patte postérieure droite est en débutphase

d’appui (schéma de gauche) et en élévation maxipetelant la phase d’oscillation (schéma de droite)

- Durée et longueur du cycle locomoteur :

Pour une patte donnée, la durée et la longueurydie docomoteur (cette derniére
étant nommée Stride length par les anglo-saxonsg¢smondent respectivement a la période
de temps et la longueur séparant deux prises digpgaessives d’'une méme patte. Ces deux

parameétres sont calculés a partir des marqueumusgslistaux de chaque patte.
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=" Sens du
| | pas i mouvement
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Cycle locomoteur
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Vue de dessus des empreintes du rat lors d'un éyobenoteur. Un cycle est composé de deux pas.

- Hauteur maximale a laquelle s’éléve la patte :

Elle est calculée a partir de la hauteur maximalena@rqueur le plus distal de la patte

lors de la phase d’oscillation.

- Rapport de la Symétrie Temporelle de marche (RST) :

Il est calculé a partir du rapport des durées d@s@ll’oscillation sur phase d’appui, de
la patte antérieure ou postérieure droite sur ldepantérieure ou postérieure gauche.

L’équation suivante indique le RST pour les padtetgrieures :

durée de la phase d'oscillation / durée de la phaskappui De la patte antérieure DROITE

RST =
durée de la phase d'oscillation / durée de la phaskappui De la patte antérieure GAUCHE

- Coordination entre les pattes :

Elle exprime le décalage spatio-temporel existariteeles cycles locomoteurs des
guatre pattes. Pour réaliser ce calcul, le cyadermwteur d’'une patte est pris comme cycle de
référence. Le décalage spatio-temporel des troieespattes par rapport a la patte de
référence est exprimé en pourcentage du cycle f&enee. Nous avons calculé la
coordination entre les pattes d’'un méme hémicofuuplage Homolatéral), la coordination
entre les deux pattes antérieures ou entre legt@spaostérieures (Couplage Homologue) et
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enfin la coordination entre la patte postérieurandhémicorps et la patte antérieure de
I’hémicorps opposé (Couplage Diagonal). L’ensendss calculs a été réalisé a partir des

marqueurs les plus distaux de chaque patte.

- Valeur maximale et minimale des angles articulaireendant la phase d’appui

et pendant la phase d’oscillation :

Les valeurs maximales et minimales des angles Harlahe, du genou, de la cheville,
de I'épaule et du coude pendant la phase d'osoitiadt pendant la phase d’appui du cycle
locomoteur ont été calculées pour chacune desspaitee réduction de I'angle indique une

flexion et son augmentation une extension.

Hanche

Genou

Vue du rat dans un plan sagittal. Sont représelgt®sngles articulaires des segments des pattébdmicorps
droit.

- Placement des pattes dans le plan frontal (axe Z) :

Il permet d’évaluer I'éloignement ou le rapprochetm@&une patte par rapport a I'axe
du corps dans un plan frontal. Pour les pattesépestes, il est défini comme étant la
distance (sur I'axe Z) entre le marqueur le plugalide la patte (MétaTarso-Phalangien =
MTP) et l'axe vertical passant par le marqueur addnche (cf figure ci-apres). Pour les
pattes antérieures, il est défini comme étantdtadce (sur 'axe Z) entre le marqueur le plus
distal de la patte (MétaCarpo-Phalangien = MCHree vertical passant par le marqueur de
'épaule. Ce parametre est calculé lors de la ifiansentre la phase d’appui et la phase

d’oscillation pour chacune des pattes.
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Y \Y4
.
/
anche @Hanch
|
MTP, MTP
7% 0 0 =>Z

Vue dans un plan frontal des pattes postérieuretaggmal. L'axe Y (vertical) passe par le marquele la

hanche, I'axe Z (frontal) par le marqueur MTP. Eatculée la distance entre le point O et le marqudiP.

- Orientation de la téte par rapport au tronc :

Elle est calculée a partir de I'angle formé padiaite passant par les marqueurs du
squelette axial 1 et 2 et la droite passant pamiasjueurs du squelette axial 3 et 4 (cf. figure

ci-dessous).

Vue de dessus d’un rat. Les chiffres 1, 2, 3 et 4 .
FAngle téte-tronc
indiquent le placement des marqueurs sur le stfeedaial de
I'animal. Est représenté I'angle « téte-tronc sré par deux

droites passant par ces marqueurs.

- Inclinaison latérale du corps :

Elle est calculée a partir de I'angle existantent plan horizontal du laboratoire et le

plan passant par les marqueurs des ceintures agasut pelviennes (cf. figure ci-dessous).

Plan passant par
les marqueurs des

<&—— Epaules et des
Hanches

Vue dans un plan sagittal des segments des quattespde I'animal. La partie en gris représenteplan

passant par les marqueurs des épaules et des harlch@lan horizontal du laboratoire n’est pas répenté ici.
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b) Lors du franchissement d’obstacle

Les parameétres ont été calculés pour chacune ttes pa différenciant pour les pattes
antérieures et postérieures celle qui est la pren@éfranchir 'obstacle (la patte conduit la

manceuvre de franchissement) de celle qui pass&dde en second (la patte suit).

Sens du tapis roulant

Vue du rat dans un plan sagittal lors du franchiesat d’'un obstacle. L'animal franchit I'obstacleeavia patte

antérieure droite en premier (schéma de gauchedrodeuxiéme (schéma de droite).

- Hauteur maximale a laquelle s’éléve la patte:

Elle est calculée a partir de la hauteur maximalendrqueur le plus distal de la patte

lors du franchissement de I'obstacle (cf. figurelessous).

Sens du tapis roulant
Vue du rat dans un plan sagittal lors du franchieset d’un obstacle. La fleche verticale indiquédauteur du
marqueur le plus distal de la patte antérieure tidors de sa phase d’oscillation par-dessus I'abk.

- Temps mis par une patte pour franchir I'obstacle :

Il débute dés que la patte « franchissante » glgittapis roulant et se termine quand

cette patte prend appui de l'autre coté de I'olbstac

39



Matériels et méthodes

- Distance pré-obstacle :

C'est la distance séparant I'obstacle de la patteagpui, juste avant gu’elle ne
franchisse I'obstacle (cf. figure ci-dessous). @eameétre est calculé a partir des marqueurs

les plus distaux de chaque patte.

Sens du tapis roulant

Vue du rat dans un plan sagittal avant (schéma aléche) et lors (schéma de droite) du franchisserdemt

obstacle. Les fleches pleines indiquent les préaghtes distances des pattes antérieures et poatése

- Distance post-obstacle :

C’est la distance séparant I'obstacle de la paitesignt de franchir I'obstacle, et qui

reprend une phase d’appui.

- Longueur de I'enjambement de I'obstacle :

C’est la somme des parameétres pré et post-obstistémce.

- Angles articulaires :

Les angles articulaires ont été calculés pour teeppi franchit I'obstacle (cf. figure
ci-apres) :

- juste lorsqu’elle débute sa phase d’oscillation (a)

- lorsque que la hauteur du marqueur le plus distainaximale (b)

- au moment ou elle reprend contact avec le tapismo(c)
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g
Sens du tapis roulant

Vue des segments articulaires (dessus) et dieratiéssous) dans un plan sagittal lors du franemmsnt d’'un
obstacle. Les angles articulaires sont indiquésrptaupatte antérieure qui franchit I'obstacle. ltejectoire de

la patte est représentée en pointillés gris clair.

II) Modeles de lésions cérébrales

1) Lésion du cortex cérébral

La lésion corticale de I'hémisphére droit a éduite parle modele d’'ischémie focale
permanente mis au point par Watson et coll (1985jnodifiée au sein de notre Laboratoire
par Boquillon et coll (1992) en remplacant la langp&énon par un faisceau laser (Opton
Laser International) afin d’éviter un réchauffemémtp important du cerveau. Ce modéle
consiste a administrer par voie intraveineuse (aige) un colorant photosensible, le rose
bengale qui sous l'effet de l'irradiation, condaita transformation de I'oxygéne circulant en
oxygene singulet. Cette espece réactive de l'oxygérduit une lésion des cellules
endothéliales (face luminale). La lésion condui& ormation d’agrégats plaquettaires puis
de thrombi vasculaires (occlusion des micro-vaigspau niveau de la zone irradiée. Il se

développe alors un infarctus exclusivement coreétalentré sur la zone irradiée.

Sur le plan pratique, apres anesthésie a I'hydtatehloral (400 mg/kg, 10 mi/kg, i.p.,
Merck), I'animal est placé sur un appareil sténéioize, la peau du crane est incisée au
scalpel, I'os du crane est dégageé et une aigustiplacée dans une veine jugulaire. L'aiguille

servira a I'administration (au pousse-seringue)nd’wsolution de rose bengale (disodium
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tétraiodo-tétrachloro-fluorescéine, Aldrich) a lasplogie de 20mg/kg (1ml/kg, durée de
perfusion 20s). Le centre de la fibre optique esude positionné 0.2 mm au dessus de I'os
du crane selon les coordonnées stéréotaxiques nsesvapar rapport au bregma:
Antéropostérieur : -1 mm, Latéral : 3 mm, le bregehde lambda étant placés dans un plan
horizontal afin d'induire un infarctus du cortextewnr. L'irradiation (532 nm, fibre optique de
diametre 1 mm, puissance en sortie de fibre de @0 Bst débutée trente secondes avant la
perfusion du colorant et maintenue pendant cinqutaget vingt secondes. Pendant toutes ces
étapes, la température corporelle est controléenahtenue a 37°C a l'aide d’'un tapis
chauffant. Finalement, apres retrait de I'aigudtesuture des incisions cutanées, les animaux
sont placés en cages individuelles jusqu’a leueitéfvec ces conditions d’irradiation, nous
avons précédemment montré que linfarctus atssntvolume maximal vingt-quatre heures
apres induction de l'ischémie (Van Hoecke et @d)5) et qu’a ce temps, la lésion affecte le

cortex moteur (représentatif des pattes antériezirpestérieures).

2) Lésion du striatum dorsal

La lésion du striatum gauche a été induite parctiga de malonate de sodium, une
neurotoxine mitochondriale (inhibiteur réversibkeld succinate déshydrogénase). Comme le
malonate ne passe pas la barriere hémato-encéphaliff est nécessaire de linjecter

directement dans le striatum.

Apres anesthésie générale a I'hydrate de chloral (490mg/kg, 10 ml/kg, i.p.),
'animal est placé sur un appareil stéréotaxiquepéau du crane est incisée afin de visualiser
les sutures craniennes. Un orifice est alors pderés I'os du crane a l'aide d’une fraise
dentaire selon les coordonnées stéréotaxiquesrsgas/par rapport au bregma : AP : 0,5 mm,
L: 3,5 mm, (Atlas de Paxinos et Watson). La dugranest a son tour percée avant la
descente dans le striatum gauche d’'une canuleedtiop (tube de silice (réf. TSP 075150,
d.i=75um et d.ex.=150um, Phymep) sur une distaecé thm par rapport a I'os du crane.
Une solution de malonate de sodium (1 M) est aahministrée au moyen d’'une pompe a
perfusion, a un débit de 1 pl/min pendant troisutés. Aprés administration, la canule est
maintenue en place pendant cinqg minutes afin dfassume bonne diffusion du malonate dans
le tissu puis elle est retirée. Aprés suture decision, les animaux dont la température

corporelle a été maintenue a 37°C a l'aide d’'unstapauffant pendant toute la procédure
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sont replacés des leur réveil en cage individuéllesolution de malonate de sodium (acid
malonic disodium salt) est préparée dans de |'dma pure puis ajustée a un pH de 7,4 par
ajout de HCL 0,5 M. Le laboratoire a précédemmenhtné que la quantité de malonate
administrée (3 pmoles) est suffisante pour indeireszingt-quatre heures une lésion affectant

le striatum dans sa totalité (Demougeot et colD130

[Il) Etude histologique du cerveau

Chez les rats soumis a la lésion cortickldocalisation et I'étendue de l'infarctus ont
été étudiées sur des coupes transversales de eamess leur incubation (37°C, dix minutes)
dans une solution de TTC (2,3,5-triphényltetrazulichloride, Sigma) a 2% dans du sérum
physiologique. Les zones infarcies qui apparaisgenblanc contrastent avec le reste du

cerveau qui est coloré en rouge.

Chez les rats soumis a la Iésion striatale, leaelwe lésion et le volume de tissu
histologiqguement intact ont été calculés sur dagpes de cerveau colorées au violet de
crésyle (un colorant vital). Aprés anesthésie (agglde chloral a 4%, 400mg/kg, 10 ml/kg,
i.p.), 'animal subit une perfusion transcardiaqdix minutes sous une pression de 110 cm
d'eau) de paraformaldéhyde (PFA). Apres préleventerterveau est successivement placé
dans une solution de PFA (trente minutes), unetisolule sucrose (trente-six heures) et un
bain d'isopentane refroidi a -40 °C par de la cgltdce (deux minutes). Le cerveau congelé
est alors stocké a -80 °C jusqu’a la réalisatiorcalgpes transversales (50 um d’épaisseur) a
I'aide d’'un cryostat. Les coupes sont prélevéesusar lame de verre (Superfrost, Dutcher,
Brumath, France), séchées, fixées par immersios danliquide de carmoy (dix minutes)
puis colorées au violet de crésyle. Aprés montageedame et lamelle, les coupes sont
« scannées » (Snapscan 1212, Agfa) afin de mesurecthaque coupe a l'aide du logiciel
scion image : la surface des hémisphéres, celleaédtés ventriculaires et celle de la zone
Iésée (qui apparait en blanc). La surface du hsstologiquement intact est égale a la surface
de I'hémisphére dont on retranche la surface degésaventriculaires et éventuellement
(pour I'némisphére lésé) la surface de la lésiom.cbnnaissance des surfaces permet de
calculer les volumes. La perte de tissu de I'héhésp I€sé est exprimée en pourcentage du
volume de tissu histologiquement intact de I'hémé&p non |ésé et calculée a partir de la

formule suivante :
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Volume de tissu histologiqguement Volume de tissu histologiquement
intact de 'hémisphere non lésé T intact de 'hémisphere lése X 100

Volume de tissu histologiqguement
intact de 'hémisphére non lésé

Composition des réactifs et protocole de coloration

Tampon phosphate 0,4 M :
Sodium phosphate dibasique (Na2HPO4) pH = 8,95 840 mi
Sodium phosphate monobasique (NaH2PO4) pH =4,5 160 ml

PFA 4%, tampon phosphate 0,1 M :

Paraformaldéhyde (PFA) 1000 ml
Tampon phosphate 0,4 M 500 mi
Eau bidistillée 500 ml

Sucrose 20%, tampon phosphate 0,1M

Sucrose 209
Tampon phosphate 0,4 M 0 ad

Liquide de Carmoy :

Chloroforme 300 ml
Acide acétique glacial 00Iml
Ethanol absolu 600 ml

Violet de crésyle

Acétate de violet de crésyle 1649
Acétate de sodium anhydre 0,2 M 180 ml
Acétate acétique 0,2 M 022

Coloration au violet de crésyle des coupes

- Violet de crésyle 0,4 % 20 minutes
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Eau bidistillée 20 secongésbains
Ethanol 95° 1 minute

Ethanol absolu 1 minute

Toluene jusquimontage
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RESUME DES TRAVAUX

Alors que la stratégie utilisée par le chat poanéhir un obstacle est bien décrite dans la
littérature, celle utilisée par le rat n'a jamaié étudiée. Or sa connaissance est nécessaire a
la sélection des parametres qui seront importanésurer pour mettre en évidence un déficit
de cet aspect particulier de la locomotion qui igquet une modification volontaire du pattern
locomoteur. Aussi, cette étude décrit pour la pezenifois la modification des paramétres
locomoteurs engendrée par le franchissement d’ataole par le rat.

1) Protocole expérimental

La locomotion lors d'une course sur tapis roulaetabstacle a été enregistrée une, deux,
sept et dix semaines aprés sélection des rats apsesourse. Différents paramétres (hauteur
maximale des marqueurs distaux et proximaux, detéengueur de I'enjambement, valeurs
des angles articulaires lorsque la patte quittapes roulant, puis lorsqu’elle est a sa hauteur
maximale puis lorsqu’elle reprend appui) ont ét&unés lors du franchissement de I'obstacle
et entre les deux obstacles afin de comprendrentedifications du pattern locomoteur de
base associées au passage de l'obstacle. Nous égalesnent mesuré les distances pré et
post-obstacle de chacune des pattes. Les paranogtrédé calculés a partir de cingq ou de
vingt passages d’obstacle chez sept rats. Entpeelmier et le dernier enregistrement, I'age
des rats passe de onze a vingt-et-une semainesrghdids corporel de 364 grammes a 478

grammes.
2) Principaux résultats

Le franchissement de l'obstacle est associé a uodification de la coordination du
mouvement des pattes. Entre les obstacles, laagtgsse par bipédes diagonaux avec posé
successif de I'antérieur puis du postérieur (pangxe antérieur droit puis postérieur gauche,
antérieur gauche puis postérieur droit). Pour fnanitobstacle, ce pattern est completement
rompu, les deux pattes antérieures suivies des joiiies postérieures passant successivement
'obstacle. Dans nos conditions, le franchissemeat I'obstacle (3 cm de haut) s’est
accompagné d’'une modification de la trajectoire paties qui s’est révélée plus marquée
pour les pattes antérieures que pour les pattegerpages. De facon importante, le
déplacement des ceintures joue un role considédaris I'élévation des pattes au-dessus de
I'obstacle : déplacement vertical de I'épaule plaupatte antérieure qui conduit la manceuvre

et déplacement horizontal pour celle qui suit. Epldcement est vertical pour la ceinture
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pelvienne, que la patte postérieure conduise oul@anouvement. Nos résultats montrent

également une grande stabilité des parameétres fmeons dans le temps indiquant que ces
parametres ne sont pas influencés par la croissmseeise, ni par la prise de poids. Enfin, les
valeurs des parametres locomoteurs calculéesiagaarting passages consecutifs d'obstacles

ne sont pas différentes de celles obtenues a gdartianalyse de vingt passages.
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Abstract

Although the rat has become the favourite animaldehdn preclinical researches on
locomotion, studies designed to assess the strategy by rats to avoid obstacle avoidance
are lacking in rats. Using an optoelectronic 3D iorotanalysis system, we have, therefore,
compared the step pattern, timing and length veesabf locomotor cycles, trajectories and
joint angles values of limbs when rats stepped eetnand overcame obstacles (3 cm-height)
fixed on a treadmill belt (25 cm/s). Motion of #lle four limbs was serially recorded for a 10
weeks long-period in adult animals with an initeeje of 11 weeks. The results show that
obstacle avoidance results in disruption of thacbhsatep pattern thus resulting in increased
stride length of all limbs, increased duration bé tswing phase of forelimbs, only, and
appearance of quadrupedal stance phases. Theyeaksal that elevation of limbs above the
obstacle not only involved their flexion but alsesplacement of corresponding girdles.
Remarkably, trajectory of the forelimb that was #exond to overcome obstacle was the
mirror image of that of the leading forelimb. Lasthll measured parameters remain stable
over the observation period during which body weighin reaches 100 g (one third of the
initial body weight). In conclusion, our study megpresent a basic work for futures studies
aimed at understanding the neural pathways invoinguhthologies associated with deficit/

recovery of challenged locomotion.

Key words: 3D motion analysis, kinematics, chalksh¢pcomotion, obstacle avoidance, rats
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1. Introduction

Studies in cats have furnished most of what iswtn@n mammalian locomotion.
However, the rat has become the favourite animatahon preclinical researches on
locomotion to increase our understanding on theatgathways involved in the control of
locomotion in pathological conditions includingate (Wang et al., 2008), spinal cord injury
(Metz et al., 2000; Hamers et al., 2006) and nezgederative brain diseases (Miklyaeva et
al., 1995; Metz and Whishaw, 2002), and to testouar treatments (Wang et al., 2008,
Poulton and Muir, 2005). Most rat studies have $sed on locomotion on a flat surface and
therefore neglect one important component of lodoono i.e. the possibility to deal with
environmental constraints by the voluntary modifma of the basic locomotor pattern, which
largely involves activity of a network of spinalténmneurons named as central pattern
generators (CPGs). It can be noticed here thatmotion has been also assessed from visual
inspection of lesioned rats while traversing a e&rbeam or a horizontal ladder (Millerot
Serrurot, 2007, Metz and Whishaw, 2002, 2009), swaations that are more demanding in
requiring supraspinal motor circuitry as compar@docomotion on a flat surface. However,

these tests only measure a narrow spectrum of locom

Walking in an environment in which they are obkas a complex locomotor task
that requires modification of limbs trajectoriesvesl as appropriate limbs placements before
and after the obstacle to avoid a trip and a suls®dall. Such adaptation of the locomotor
pattern involves activation of supraspinal pathwags evidenced by impaired obstacle
crossing after lesion of the nervous central sysbean both in patients (Said et al., 2001,
2005, McFadyen et al., 2003, Morton et al., 2004chdl et al., 2009, Amatachaya et al,

2010) and cats (Drew et al, 2002, Lajoie et Dr2@f7, Friel et al, 2007). Furthermore, we
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recently showed that rats with lesion of the stinafrequently step on the obstacle with limbs
opposite to the lesion providing they were thet ficsencounter obstacle (Perrot et al, 2009).
These data suggest that obstacle crossing ina&secies in which almost all brain diseases
can be mimicked, may be an adequate experimentadligan to better understand the neural
pathways involved in planning and execution of ldmaged locomotion after brain diseases
and accelerate the development of treatment steste¢gHowever, before using such a
paradigm, it is necessary to get knowledge on thetegy used by the rat to overcome
obstacle in order to further identify pertinent graeters from which deficit in challenged

locomotion will be quantified..

The first aim of the present study was to idenéind quantify changes in spatial and
temporal variables of limbs that occurred when haige to step over an obstacle. The second
aim was to explore the stability over the time ledgde changes. Indeed, body weight gain of
rats as well as their bones growth, which is aiooous process in this species, may be
confounding factors in long-term locomotion studieBSor this purpose, using an
optoelectronic 3D motion analysis system, motiortle# four limbs was serially recorded
over a span of ten weeks in treadmill running adatié of an initial age of 11 weeks. Two
obstacles (3 cm-height, 1.2 cm-wide) were equalced on the treadmill belt. Stride length
and duration, maximal height of the distal and prat markers as well as joint angles were
measured when rats stepped between obstacle (nste@l and when they overcame the
obstacle (crossing step). The position of the tiprossings limb with respect to the obstacle

was also measured.
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2. Material and method

2.1. Animals

Experiments were carried out on 10 Wistar adultemals, which were purchased
from Depré (Saint-Doulchard, France), and conductecording to the guidelines of the
French department of agriculture (licence n° 21C&B1Animals were kept in a ventilated-
humidity- and temperature-controlled room with a/122h light/dark cycle. They were
housed 5 per cage and received food and wadelibitum. To reduce animal’s stress, the

same operator performed all steps of the expergnent

2.2. Materiel

2.2.1. Optoelectronic system

An optoelectronic 3D motion analysis system witk sifrared cameras (VICON MX-13
optical motion capture system, Vicon, Oxford, GrBatain), which can record 1280 x 1024
full frame grey scale pixels and operating at ahHighe resolution of 200 Hz, was used to
collect trajectories of hemispherical reflective rkeas with a diameter of 6 mm (BTS
Bioengineering, Cod FMKO0005, Milano, Italy). Pileperiments revealed frequent signal

loss with markers with a smaller (3 mm) diameter.

2.2.2. Treadmill apparatus

The treadmill apparatus was a traded rat appanatushased from BIOSEB (Vitrolles,
France) which was modified as follows in order teyent disturbing reflections: the top box
was replaced by a Plexiglas enclosure with a 2 tinkiiess and the treadmill belt by a piece

of wax cloth that was put on a wrong way.
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2.2.3. Obstacles

Two obstacles (3 cm-high final) were made from sseanblage of 8 syringes (6 mm of outer
diameter) regularly spaced by 4 mm. They were figeda support (1 cm-high, 1.2 cm-wide)
which constituted the base of the obstacle. Theéacles were then painted in black. Such a
construction did not hinder the movement of thedreill belt. The obstacles were attached to
the treadmill belt equally spaced with double fadéesive tape, so that rats make more than
one complete locomotor cycle between obstacles. Markers were fixed on obstacle bases

(lateral faces).

2.3. Selection of animals

To familiarize rats with the operator, they werandliang twice a day for one week.
Then, rats were selected according to their capafitrunning regularly on the horizontal
treadmill. On the first day, the rats were placedtioe treadmill belt (speed zero, without
obstacle) and were allowed to explore it for a feanutes before starting a 2 min-long
running session during which the speed of the trélddvas progressively increased from 10
to 25 cm/s. On the following four days, a 2 mingaminning session was given twice a day
with a speed of the treadmill belt fixed at 25 cnfisst without obstacle and then with
obstacles. Notably, mild intensities of foot shoekesre not used as negative reinforcement,
except on days 1 and 2. Rats were excluded frothdumexperiments when they failed to
regularly run (contact of the forelimbs with theorit wall of the treadmill, frequent

immobility, or gallop) at the end of the selectperiod.

2.4. Position of the markers

Selected rats were anaesthetized (chloral hyd#@@, mg/kg, i.p.), shaved and

tattooed with permanent ink in order to locate fbkowing anatomical landmarks: the
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scapula, the upper and lower humerus epiphysisntegcarpophalangeal joint, the iliac
crest, the great trochanter, the knee, the extenadleolus and the fifth metatarsophalangeal
joint. When necessary, the area around the tattarksmwas shaved and re-touched with
permanent ink. For this step, anaesthesia of amirttedt were now confident with the

experimenter was not required.

2.5. Kinematic recordings

2.5.1. Procedure

Kinematic recordings were performed in a quiet datk room. The cameras were placed at
approximately 0.7 m from the treadmill apparatus.eE cameras were placed facing the rat’s
left side and three other cameras facing the raghs side, perpendicular to the direction of
the movement, thus allowing the simultaneous rengrdf the two hemi-bodies. The
magnification of the cameras was calibrated to cdhe 45 cm length of the treadmill
apparatus. Just before recordings, markers werndgmesi on the tattooed area using double
face adhesive tape. Recording was performed dim@agimill running (25 cm/s) with the two
obstacles attached to the treadmill belt (3 x 1-loig session, i.e. 3 x 30 successive obstacle

crossings). After removal of markers, the rat wasshack in its cage with these congeners.

2.5.2. Measured parameters

Using a MATLAB program (Math-Works, Natick, USA), ewvmeasured the following
parameters : a) the maximal height of the mortadand proximal markers, b) the duration
and length of the stride (from toe-off before obkao paw contact after obstacle), ¢) the
joint angle values of limbs at toe off, at maxirhaight of the distal marker, and at landing.
These parameters were measured when the rat stdmtesden obstacles and when it

overcame the obstacle. We also measured the ptaetdbslistances (the distance between the
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front of the obstacle and the tip of the limb jbstfore the crossing swing) and the post-
obstacle distance (the distance between the obstad the tip of the limb at toe-contact). All
the studied parameters were calculated at week7,, &d 10 after the selection period from
either 5 consecutive obstacle crossings collectethgl the first 1 min-long session or ~20
obstacle crossings (5 to 7 consecutive obstackstrgs collected in each of the three 1 min-
long session). Notably, when the rat ran too mumwdrd on the belt (it cannot see the
advancing obstacle), the obstacle crossing wasakotg into account. The limb that was the
first to cross over the obstacle was referred tihadeading limb and the second as the trailed
limb. Strides (from toe-off to toe-contact) betwesbstacles were referred to as normal steps

and stride to straddle the obstacle to as crosdaygs.

2.6. Data analysis

Statistics were performed using the 9.0 versiortBYSTAT (Systat Software, Inc,
Chicago, USA). At a given time after the selectjmeriod, pairwise comparisons between
normal and crossing steps, between leading antedrdimbs, and between parameters
calculated from 5 and 20 obstacle crossings werdied using the test of Wilcoxon. To test
whether trailed forelimb trajectory was the miriarage of leading forelimb trajectory, a
linear regression analysis was performed betweennttrmalized waveform of the distal
marker of the leading forelimb and the normalized aeversed in time waveform of the
distal marker of the trailed forelimb, either ore thertical axis or the horizontal axis. Lastly,
in order to investigate whether parameters chaogedthe time, parameters collected 1, 2, 7
and 10 weeks after the selection period were aadlyzsing the Pearson’s correlation
coefficient. Tests were considered statisticallgngicant at p values <0.05. Data were

expressed as mean + SD.
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3. Results

Among the 10 rats included in the study, two raitefl to regularly run at the end of the
selection period, and another was excluded fronerkitic recordings because of frequent
attempts of withdrawal of the distal markers froorelimbs with their teeth. Therefore,

kinematics was analyzed in 7 rats at weeks 1,8hd710 after the selection period. At these
times, the body weight (g) of rats was 364 + 7, 4000, 467 + 16, 478 £ 18, respectively.

All the parameters presented in the text, Tableigdres were calculated from 20 obstacle
crossings. However, parameters calculated from sfagke crossings (not shown) were not

significantly different.

3.1. Modification of the basic locomotor patterrctoss over obstacles

Fig.1 (right part) shows in a representative ratttiajectory of the more distal marker
when the rat stepped between obstacles (normas,skég. 1A) and when it overcame the
obstacle (crossing step, Fig. 1B). As indicatedha left part of Fig.1, the right and left
forelimbs are named as limbs 1 and 2, respectiaetl/the right and left hindlimbs as limbs 3
and 4. In the example, the first limb to step waes tight forelimb. Between obstacles (Fig
1A), limb 1 was followed by the opposite hindlimbnpb 3) and then by limbs 2 and 4. This
corresponded to the basic step pattern of theuraigl walking on a flat surface (Thota et al,
2005). Obstacle crossing required modification e basic step pattern. As shown in Fig.
1B), each of the forelimbs followed by each of thedlimbs sequentially stepped over the
obstacle. Accordingly, the first crossing hindlinflomb 3) was always ipsilateral to the
leading crossing forelimb (limb 1). Beside, limlajactory differed between normal and
crossing steps, yet the major difference betweertvito stepping conditions occurred for limb
2. During normal steps, limb 2 progressively armivy elevated and rapidly contacted the

treadmill belt. In contrast, to cross obstacle litnbapidly lifted above the obstacle and then
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slowly repositioned on the treadmill belt. Obstaeloidance also modified the postural
strategy. More precisely, whereas two bipedal gqi@ases (two limbs support body weight)
were observed during locomotion between obstaolestacle crossing was characterized by
the presence of only one bipedal stance phasejdommgvmore postural stability and the
appearance of two quadrupedal stance phases (ifiolos kupport the body weight just after
repositioning of limb 1 and of limb 3). Remarkabiy,the conditions of obstacle avoidance
(Fig.1B, right part) trajectory of the trailed fareb (limb 2) was the mirror image of that of
the leadind forelimb (limb 1). Results of the ling@agression analysis showed that the mean
correlation coefficient on the vertical axis wa3®+ 0.09, 0.79 + 0.04, 0.76 + 0.07, 082 +
0.08 at weeks 1,2, 7, 10 after the selection petlosl corresponding values on the horizontal

axis being 0.78 + 0.08, 0.73 + 0.08, 0.80 + 0.080& 0.07.

3.2. Maximal height of the distal marker

From week 1 to 10 after the selection period, wasueed the maximal height of the
distal marker during stepping between obstaclenfabisteps) and during obstacle clearance
(crossing steps). Results are summarized in Talfterinormal stepping (upper section), the
maximal height of the paw remained closed to 8 manthe forelimbs and to 25 mm for the
hindlimbs. The corresponding values were signifilgamigher for crossing steps (lower
section). Notably, the maximal height of the distadrker differed between the leading and
the trailed conditions. Elevation was more impadrtanth the leading than the trailed
forelimbs whereas it was more important for thédcathan the leading hindlimb. From the
difference in maximal height of the distal marketiween normal and crossing steps, it can be
deduced that obstacle clearance-associated additiomb elevation was maximal for the
leading forelimb. For instance, at week 1, addaioelevation that reached 28 mm for the

leading forelimb (36.5 minus 8.1 mm for limb 1) w&&0 mm for other limbs (29.2 minus 9.5
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mm for limb 2, 45.2 minus 24.0 mm for limb 3 and.4®inus 25.8 mm for limb 4). No
difference in the maximal height of the distal nearkvas observed between the four

recording sessions following the selection period.

3.3. Length and timing parameters of the locomoyate

The tables Il and Il show length and timing paréene from week 1 to 10 after the
selection period, respectively. Concerning the tlermmarameters (table Il), obstacle clearance
resulted in a significant increase of the stridegtl for all the limbs (+ 3 cm for the leading
forelimb, + 5 cm for the trailed forelimb, and +cm for both the leading and trailed
hindlimbs). For all the limbs, length parametersnofmal steps were independent on the
week at which the recording was performed. This alas the case when rats overcame the
obstacle, except for the trailed hindlimb. For tlmsb, the stride length (cm) increased from
13.7 cm at week 1 to 15.7 cm at week 10, r = 0.986, 0.02). Concerning the timing
parameters (Table IllI) no difference in stride diora was observed between normal and
crossing steps for the forelimbs. In contrast, adlst clearance was associated with an
increased by a factor 2 of the stride durationhef hindlimbs whether it led or trailed. The
timing parameters were independent on the week hathathe recording was performed

whether rats stepped between obstacles or overchstacle.

3.3. Pre- and post-obstacle distance

Fig. 2 shows the position of the paw with respedhe obstacle in a representative rat
(left part) and the average values of the pre- post-obstacle distance from 1 to 10 weeks
after the selection period (right part). For theefinbs, the paw was positioned far away the
front of the obstacle when it was leading as comexgbdo its position when it was trailing.

Thus, the pre-obstacle distance was ~ 5 cm for linaimd ~ 2 cm for limb 2 (p < 0.05). The
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corresponding values in pre-obstacle distanceHerl¢ading (limb 3) and trailed hindlimbs
(limb 4) were 8 and 3.5 cm (p < 0.05). At landititg leading forelimb was positioned closer
to the obstacle than the trailed forelimb. Thusg, plost-obstacle distance was ~ 6 cm for the
leading forelimb (limb 1) and 10 cm for the trailédrelimb (limb 2) (p < 0.05). The
corresponding values for the hindlimbs were alsaar@ ~ 10 cm. Whatever the considered
limb, pre- and post-obstacle distances were inddgr@non the week at which the recording
was performed. It is noteworthy that neither prer post-obstacle distance of the trailed
hindlimb was dependent on the time, thus questgtiee relevance of the time-dependent

increase of its stride length (see paragraph 3.2).

3.4. Joint angle values

Figure 3 which shows sticks figures of represemationsecutive normal and crossing
steps (from toe-of to toe-contact), illustratesfetgnces in kinematics between stepping
between obstacles and passage over obstaclest Biges a focus on joint angle values of
limbs at toe-off (a), at maximal height of the péwy and at toe-contact (c) during stepping
between obstacles (4A) and during obstacle clearddB). The corresponding averaged
values of joint angles are shown in Table IV (fbe tforelimbs) and Table V (for the
hindlimbs. The results show differences in joinglenvalues between normal and crossing
steps at toe-off, at maximal height of the distarker, and to a less extent at toe-contact.
With regards of the forelimbs (Table 1V), the crogslimb at toe-off whether it led or trailed
showed an overextension of the shoulder and arflexien of the elbow as compared to joint
angle values at the starting of normal steps. Atimal elevation of the crossing limb, the
shoulder was more flexed whether the limb led aifldd as compared to steps between
obstacles. In contrast, the elbow was more flexednithe limb led and more extended when

the limb trailed. Lastly, at toe-contact only wedikferences in joint angles were observed
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between normal and crossing steps. The major diffe¥ between the leading and trailed
forelimb was observed for the elbow joint when lidy was at maximal elevation.

With regards of the hindlimbs (Table V), knee andtla joints at toe-off were overextended,
whether the limb led or trailed. At maximal heigiitthe distal marker, hip and ankle joints of
the leading limb were more flexed for the crosdingn the normal steps, and no important
difference in knee joint were observed betweentttieconditions. In contrast, for the trailed
hindlimb, only the knee joint was different betwesormal and crossing steps (the joint is
more flexed for the crossing limb). As observedtfa forelimbs, no important difference in
joint angles at toe-contact of the hindlimbs wasesbed between normal and crossing steps.
For the hindlimbs, the major difference in jointgvalues between the leading and trailed
conditions was observed for the knee and the aatktee-off and for all the joints when the
distal marker was at maximal height. Lastly, jaanigle values for both normal and crossing

steps were independent on the week at which tleedeg was performed.

It is noteworthy that obstacle avoidance not onlyolved changes in angular joint but also
displacement of girdles (see Fig.4B). For the eédhfiorelimb, which was placed very close to
the obstacle and showed an overextension of theld#m the initial constraint was to raise
rapidly the limb above the obstacle. This was nyaexdhieved by a rapid flexion of the
shoulder and horizontal displacement of the scapuhach was dramatically in a forward
position related to the position of the distal nearkvhen the paw reached its maximal
elevation. This was quite different for the leadifogelimb for which passage over the
obstacle was mainly due to a progressive upwangatiement of the scapula associated with
a flexion of the elbow. For the hindlimbs whethieeyt led or trailed, the knee and ankle joint
are overextended at toe-off, and their passageeath®/obstacle involved an upward motion

of the pelvis associated with a flexion of both #mkle and the knee joints. In order to assess
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the contribution of girdle elevation in the elvatiof limbs above obstacle, we compared
maximal height of scapula and pelvis when ratspsdpbetween obstacles and when they
overcame obstacle. As shown in Fig.5, the maxineaghit of scapula was 15 mm higher
during the crossing than the normal step whethestithbs led or trailed. Therefore, the rise of
the scapula (15 mm) largely contributed to the t@alaial elevation of the tip of the paw that
was required to pass over obstacle (28 mm fordhdihg forelimb and 20 mm for the trailed
forelimb, see Table I). With regards to the hindisn obstacle crossing led to a vertical
displacement of 20 mm of the hip whether the lirad br trailed. Accordingly, for these
limbs an elevation of the pelvis would be suffigiém allow their passage above the obstacle
if joint angles at toe-off (just before the croggiawing) were not different from those

observed during normal locomotion.
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4. Discussion

Using an optoelectronic system, the present studyiges a comprehensible analysis of the

strategy used by the rat to overcome obstacles.

Methodological considerations

Locomotion- and obstacle avoidance-related parasietere measured in treadmill
running rats with two obstacles fixed to the treddbelt. The speed of the treadmill belt was
fixed at 25 cm/s, a speed that is within the ranfespeed of rats during overground
locomotion (Clarke et al, 1986). Importantly, pi@ys data in the cat showed that the strategy
used to avoid obstacles fixed to a treadmill bedt dot differ from that used to avoid
obstacles placed on the ground (see Lavoie et985)1 Kinematics was assessed from an a
3D motion analysis system, which provides maximakcision and accuracy of joint angles
values as compared to a 2D analysis system (Cduwh 2008). This technology primarily
dedicated in human has been recently used in mtexplore joint kinematics after
hypogravity (Canu and Garnier, 2009), lesion ofgtre&atum (Perrot et al, 2009) and lesion of
the spinal cord (Jung et al, 2009; Pereira et @062 Ichiyama et al, 2005). Here, knee
position was estimated from skin markers insteathfcomputer interpolation of the position
of the knee. Such estimation could be a sourcerrof decause the skin around the knee
exhibits slippage relative to the skeleton. Howewer difference between the two methods
(skin marker versus interpolation) was noticecatd¢ontact for hip and knee joints, and only
a weak difference for ankle angular movement dateation of the whole steps was observed
between the two methods during treadmill locomotiBilipe et al, 2006). Additionally, our
present study showed that the distances hip-knédekare-malleollus were not different

between normal and crossing steps, suggestingskiatmovement around the knee is not
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exacerbated during obstacle clearance. For thessome, we think that reconstruction of
limbs movement from skin markers is reliable enotmlassess the strategy used by rats to

Cross over obstacle.

In experimental studies on locomotion, kinematicap@eters have to be serially
recorded for a long-term period in order to invgste spontaneous or treatment-induced
recovery of deficit. In the rat but not in the humar the cat, the bones never cease to grow
(at least up to one year) even though growth ratBebones decline as the animals become
older (Harrison, 1958; Raman, 1969). Therefore, ebgrowth may be a source of
misinterpretation of results when long-term studae performed in rats. Against this
hypothesis, our study reveals that locomotion- abdtacle avoidance-related parameters
remain stable in rats from age of 11 (~80 d) towdeks (~150 d). These findings are
consistent with anatomical studies showing thatgtmvth of long bones or pelvis is fairly
rapid until 80 days of age and then quickly slowegvn. It is noteworthy that during the 10
weeks-long observation period the body weight gdirats reaches 100g, i.e. more than one
third of the initial body weight. Accordingly, loomtion- and obstacle avoidance-related
parameters are independent on body weight of amjnalleast in adult rats. This data
suggest that body weight loss as a result of besion should not introduce a bias in the

interpretation of lesion-induced changes in kineosatdf locomotion.

From locomotion to obstacle avoidance

Our results show that interlimb coordination is tqudifferent between stepping
between obstacle and obstacle crossing. Betwedaabks, the step pattern is alternate with
forelimb and diagonal hindlimb footfalls occurriimgsequence and nearly simultaneously as

observed during unobstructed treadmill locomotisee( Thota et al, 2005 for details in
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interlimb coordination). Conversely, during obstad locomotion rats do not progress in
bipedal diagonals since the hindlimb that is tingt tio encounter the obstacle is always on the
same side that the leading forelimb, inducing majbanges in both length and timing
parameters of the locomotor pattern (see fig. Bpart). More notably, the appearance of
quadrupedal stance phases after repositioning eflelading crossing limbs suggests a
complete reorganization of the locomotor patterne @Question raised by our results is how
such a re organization of the locomotor patternte&a place? One possibility would be that
cortical areas generate specific and independembrncommands on each actuator. Recent
lesion and electrophysiological studies in catsgesg a role of the posterior parietal cortex
(McVea et al, 2009; Lajoie et al, 2010) in the rianming of the gait modification.
Interestingly, a contribution of this cortical regi has also been suspected in obstacle
avoidance in human reaching (Schindler et al, 208#®rnatively, supraspinal projections
may also reach a new spinal neural network comlgatidth the new limb trajectories
recorded during obstacle avoidance. In supporhi® hypothesis was the rapid switch from
the basic step pattern to the obstacle clearaepepstttern. When hunting prey, rats have to
take into account very uneven terrain and rapichgla in direction. Online adaptation to the
environmental constraints including the presenceob$tacles would be facilitated by
existence of dedicated spinal ‘pattern generatwcuds that would produce the modified
rhythmicity of locomotion. Remarkably, our resustsow that trajectory of the forelimb that
was the second to overcome obstacle is the mmage of that of the leading forelimb. It has
been suggested that the leading forelimb thatasotily one under visual control at obstacle
clearance, may determine the trajectory of the lmmas (Wischaw et al, 2009, Lajoie et al,
2010). In the same vein, one can speculate thdtitlenatic pattern of the leading forelimb
would be re used as a kinematic template by thledréorelimb, undergoing a simple reversal

in time. This schema is compatible with data rdedrin human in which foot kinematics
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was found to be basically invariant in various dtods, such as forward vs backward
direction, erect vs bent posture (Grasso et &812000) or walking with various levels of
body weight unloading (lvanenko et al, 2000), whsrenuscle activation was dependent on
the condition. The authors suggested that coondmaif muscle activity during voluntary
locomotor tasks is accomplished through combinatiosimple motor programs (lvanenko et

al, 2006).

In our experimental conditions, successful obstamlessings require a voluntary
elevation of both the forelimbs and hindlimbs. Giudy reveals a major contribution of
girdle displacement to the passage of limbs ab&gtacle. More precisely, obstacle clearance
with the forelimbs involves an upward motion of teeapula when it leads and a rapid
foreward displacement of the scapula followed byeievation when it trails. With respect to
the hindlimbs, their passage over the obstacleaisiljndue to pelvis elevation. These data do
not mean that joint flexion of limbs do not occuurithg the crossing swing but rather
highlight the importance of the nervous pathwayas ttontrol girdles motion in successful
obstacle crossings. It is noteworthy that obstaldarance in cats (Lavoie et al, 1995), but not
in human (Austin et al, 1999) also involves vetterad horizontal displacement of the girdles
suggesting that contribution of girdles to avoidtalsle is specific of quadrupeds. In addition,
comparison of our kinetic results with those of digvet al (1995) reveals a great similitude
in the strategy used to overcome obstacle betwatsnand cats, suggesting the involvement

of the same neuronal pathways even though the eatligitigrades and the rat a plantigrade.

In conclusion, assuming that ambulation at homeiarnde community is threaten by

the presence of obstacle, our results are likedyuligor future studies designed to investigate
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the neural pathways involved in the planning anelcakon of voluntary modification of the

basic locomotor pattern or develop strategies éwgumt falls in patients with brain diseases.
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Figures and Tables
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Figure.1 Modification of the basic locomotor pattes required to clear obstacle. A) the rat

stepped between obstacles, B) the rat crossedlowebstacle.
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Figure.2 Pre- and post-obstacle distance from wleél 10 after the selection period. 1 =
leading forelimb, 2 = trailed forelimb, 3 = leadih@dlimb, 4 = trailed hindlimb. Values are

means + SD, * different from the leading limb (j©05).
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Figure.3 Stick figures of representative conseeutisrmal and crossing steps when the limb

led and when it trailed the obstacle manoeuvre.
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Figure.4 Representative joint angle positions atdff (a), at maximal height of the paw (b),

and at too contact (c) during stepping betweenagbet (A) and during obstacle clearance

(B).
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Figure.5 Maximal height of the proximal marker idgr stepping between obstacles
(empty bars) and during obstacle clearance (blak)bFL = forelimb, HL = hindlimb.

Values are means * SD, * different from steppintyeen obstacles (p < 0.05).
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Table 1
Between obstacle
RFL LFL RHL LHL
(mm) (mm) (mm) (mm)
1w 8.1+3.1 9.5+3.9 24.0%4.3 258+29
2W 8.6%3.1 9.6+2.4 24865 26.6%2.0
TW 7.5%2.0 7.7%3.2 24.6 £ 3.7 24.6%5.1
10W 73%15 8.1%23 23.9+6.0 23434

Obstacle clearance

Leading FL. Trailed F. Leading HL. Trailed HL
(mm) (mm) (mm) (mm)
1W  365%2.0a* 29.2%20a*b* 452%22a* 494%*1.8a*
2W 35.7£2.7a* 29.1%32a*b* 46811.8a* 495114 a*b*
TW 359%+15a* 319%23a*b* 453%*25a* 513%1.2a*b*
10W  36.0x1.8a* 32.1%x1.0a*b* 453%3.1a* 50.0%2.7a*

Maximal height of the distal marker during stepping between
obstacles and during obstacle clearance from week 1 to 10 after
the selection period. RFL and LFL = right and left forelimb,
RHL and LHL = right and left hindlimb. Values are means +
SD, a* different from stepping between obstacles (p < 0.05), b*
different from the leading limb (p < 0.05).

Table 11
Between obstacle
RFL LFL RHL LHL
(cm) (cm) (cm) (cm)
1w 6.8+1.0 72+0.4 8.0%0.6 83+0.7
2W 7519 74%*1.6 8419 8.7%x1.0
TW 7.1+05 7.3%0.6 8.5%1.1 82+1.0
10W 7.9%0.7 7.6%2.2 8.7%15 8.6 2.2

Obstacle clearance

Leading FL. Trailed FI. Leading HL. Trailed HL
(cm) (cm) (cm) (cm)
1w 10.7 £ 1.9* 12.0 £ 1.6% 14.2 £1.0* 13.7 £ 0.8*
2W 11.6 £ 2.3* 123+ 1.4* 14.7 £ 2.0* 143 £ 1.2*
TW 10.5 *1.2* 12.3 +1.5% 14.7 £ 1.0* 15.0 ¥ 0.9*
10W 11.9%1.1* 13.6 £0.3* 16.4 £ 1.4* 15.7 £ 0.6*

Length of the stride during stepping between obstacles and
during obstacle clearance from week 1 to 10 after the selection
period. RFL and LFL = right and left forelimb, RHL and LHL
= right and left hindlimb. Values are means + SD, * different
from stepping between obstacles (p < 0.05).
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Table II1
Between obstacle

RFL LFL RHL LHL

(ms) (ms) (ms) (ms)
1w 249 + 99 206 + 46 1069 1049
2w 272 + 64 214 56 11310 11513
TW 219 £ 66 235187 12111 105+ 17
10W 25979 23278 12222 11023

Obstacle clearance

Leading FL. Trailed F. Leading HL Trailed HL

(ms) (ms) (ms) (ms)
1w 234+ 44 19553 203 £42* 206 £ 43*
2W 226 £57 206 £ 35 234 £ 51* 230 + 83*
TW 248 £ 47 209 +£49 217 £27* 216 +30*
10W 259 +47 222 +12 244 * 66* 244 + 59*

Duration of the stride during stepping between obstacles and
during obstacle clearance from week 1 to 10 after the selection
period. RFL and LFL = right and left forelimb, RHL and LHL =
right and left hindlimb. Values are means + SD, * different from
stepping between obstacles (p < 0.05).
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Table IV
Joint angle (degrees)
Between Obstacle clearance
obstacle Leading Trailed
At toe-off
. 1w 797 8712 a* 94+ 13 a*
S 2W 7849 85&11a*  92%11a*
g w 80 %9 87+11a*  93%9a*
2 10w 8210 85+ 12 94+ 11 a*
1w 1059 84%15a*  104%8b*
E 2W 1096 8747 a* 1025 b*
HOTW 10426 92£9a* 97+ 4a*
10W 1097 9813 103 6 a*
At maximal height
. 1w 899 77£11 a* 75+ 7 a*
s  2W 8810 8010 a* 73%6a*
E TW 91211 78+ 122%  T3ES5a*
2 10w 96 £ 10 85+ 15a* 76+ 7 a*
1w 54%6 42*5a* 77 £ 11 a*,b*
E 2W 535 4145 a* 8349 a* b*
B OTW 53%6 46£5a* 87%4 a*b*
10W 535 43%3 a* 87 %10 a*,b*
At toe-contact
L 1w 99+ 12 96+ 12 a* 101+ 14
< 2W 97 £ 11 9512 100+ 11
_§ TW 10213 98+ 13 a* 10213
210w 106 11 98 & 12 a* 1018
_ 1w 69%5 8013 6912
E 2W 7548 7912 65% 10 a®,b*
H7TW 758 8212 a* T£13
10W 945 84+7 67+ 10 a* b*

Joint angle values of forelimbs during stepping between obstacles and during
obstacle clearance when the limb led and when it trailed. Values are means +
SD and expressed as degrees, a* different from stepping between obstacles (p
< 0.05), b* different from the leading limb (p < 0.05).
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Table V
Joint angle (degrees)
Between Obstacle clearance
obstacle Leading Trailed
At toe-off
1w 1256 1188 a* 1258 b*
2 2W 1297 12311 1287
=
TW 125+7 118+ 6 a* 123 £5a*
10W 127 +9 122+9 1285
1W 59+7 81 £ 10 a* 99 £ 7 a* b*
e 2W 59+6 84+ 6a* 101 + 7 a*,b*
Q TW 67%4 83%5a* 101 £ 3 a*,b*
10W 65%3 81x7a* 104 £ 4 a*,b*
1w 75+8 106 £ 9 a* 120 £ 6 a*,b*
L
% 2W 80+12 107 =8 a* 120 + 8 a*,b*
- TW 90 £13 107 £ 7 a* 122 £ 8 a*,b*
10W 84 %13 91 %11 117 £ 4 a*,b*
At maximal height
1W 119%7 106+ 7 a* 120 £ 10 b*
= 2W 122 +7 107 £ 8 a* 123 +9 b*
==
TW 117%6 104 £ 7 a* 116 =7 b*
10W 119 £ 10 108 £ 9 a* 123 £ 6 b*
1w 598 595 516 a*,b*
S-} 2W 596 616 52+ 6 a*,b*
e TW 66 £ 4 64%5 55+ 4 a* b*
10W 644 69 %5 a* 53 +4 a*b*
1w 316 1729 a* 27£5b*
W
2 2w 3411 20+ 10 a* 3511 b*
5 TW 405 22%6a* 34+ 6 a*,b*
10W 35£10 19£9a* 35+ 6b*
At toe-contact
1w 110%7 105%6 a* 111 £ 8 b*
E- 2W 113%6 107 8 a* 112 %7
TW 1086 1056 107 %6
10W 110%9 107 £ 7 a* 112 +4
1w 116 x4 115%6 111 £ 6 a*,b*
§ 2W 1206 1183 1137 a*
» TW 1213 113+ 6 a* 112+ 6 a*
10W 1183 1175 112 £ 4 a* b*
1w 98 £ 2 10210 95%5
W
% 2W 1018 1054 97 £ 10 a*
< TW 1005 1026 94 + 8 a*
10W 95+ 8 101 £ 4 89 £8 a=,b*

Joint angle values of hindlimbs during stepping between obstacles and during
obstacle clearance when the limb led and when it trailed. Values are means =
SD and expressed as degrees, a* different from stepping between obstacles (p
< 0.05), b* different from the leading limb (p < 0.05).
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La position fonctionnelle du striatum dans le systeganglions de la base-cortex d’'une
part et dans le systtme ganglions de la base-wérébral d’'autre part, est en faveur de
implication de cette région corticale dans ladawtion. En accord avec cette hypothése, le
rat soumis a une Iésion du striatum est incapableddliser le test de la poutre méme si le
déficit régresse de facon spontanée dans le te@ggzendant, la fonction locomotrice n’a
jamais été étudiée sur le plan quantitatif apréslésion du striatum chez le rat. Aussi, cette
étude a pour objectif de quantifier chez le ratdesséquences d’'une lésion du striatum sur la
fonction locomotrice, la locomotion étant enregistiors d’une course sur tapis roulant muni

ou pas d’obstacles.
1) Induction de la lésion

La lésion a été induite par l'intoxication du stunia par le malonate de sodium. Il s’agit d’'une
neurotoxine sélective. Aussi, le faisceau cortiauapqui transite, chez le rat, dans le striatum
est épargné tant sur le plan structural que fonogb Les conséquences fonctionnelles de la
lésion du striatum sont le résultat de la destoucties efférences du striatum, et de la
déconnection fonctionnelle de ses afférences erepemce du cortex cérébral. Il faut préciser
ici que le modéle malonate ne mime en rien la nalatt parkinson dont le déficit
fonctionnel est di a la destruction sélective désences dopaminergiques du striatum en
provenance de la substance noire. Il se rapprothua de la maladie de Huntington qui se
caractérise par la mort des neurones du striatlepe@lant, on note une différence majeure :
la mort neuronale est progressive dans la maladieHdntington permettant ainsi le
développement en parallele de compensations, ajoislle est aigué dans le modele
malonate. Enfin, le modéle malonate conduit & desmalies dans la réalisation de
mouvements avec but, avec la patte contralatérkldésion comme par exemple la prise de
nourriture placée derriere des barreaux ou sumiashes d’'un escalier (Miklyaeva et coll,
1994, 1995 ; Whishaw et coll, 1997).

2) Protocole expérimental

Chez un méme rat, les parametres locomoteurs @m&surés lors d’une course sur tapis
roulant (25 cm/s) d’abord sans obstacle puis esgmee de deux obstacles fixés sur le tapis.
Deux séries de rats ont été étudiées. Dans uneigreeserie de rats, les paramétres ont été
analysés 4, 7, 14, 21, 28, 42, 49 et 60 jours dpjestion intrastriatale de malonate chez sept
rats. Les résultats ont été comparés a la moyeemeahnées cinématiques collectées 19, 12,
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5 et 1 jours avant induction de la lésion. A liesdle I'expérience, les dommages
histologiques du cerveau ont été quantifiés. Dares seconde série de rats, les parametres
cinématiques ont été mesurés 1, 2, 3 jours avaht2et 4 jours apres injection intrastriatale
de sérum physiologique chez quatre rats. Les paraménesurés lors de la course sans
obstacle sont : la durée du cycle locomoteur ajosicelle de sa phase d’appui et celle de sa
phase d’'oscillation, la longueur du cycle locomotée rapport de la symétrie temporelle de
marche, la coordination entre les pattes, les velenaximale et minimale des angles
articulaires pendant la phase d’appui et pendaphése d’'oscillation, le placement des pattes
dans le plan frontal, I'orientation de la téte papport au tronc et l'inclinaison latérale du
corps. Concernant la course avec obstacle, noussagalement mesuré les distances pré et
post-obstacle de chaque patte, le temps mis pauobales pattes pour franchir I'obstacle et
la hauteur maximale a laquelle s’éleve chacunepdées. L'ensemble des parametres a été

calculé a partir de sept rats.
3) Principaux résultats

L’injection de malonate conduit & une destructiampléte du striatum dorsal, d’'une
atrophie d’environ 16% de I'hémisphéere Iésé et d'importante ventriculomégalie chez tous
les rats. Elle est également associée a une garesible du poids corporel qui ne semble pas
due a une réduction de la prise alimentaire caat@®aux ne présentent aucune difficulté a
ronger les croquettes et a boire aux biberons glaads le couvercle de leur cage. Le
lendemain de la lésion, aucun des animaux lésés cépable de suivre le tapis roulant. En
revanche, la course sur tapis est possible cheangnaux dés le quatrieme jour et chez les
sept animaux au septieme jour qui suit 'admintgirade malonate. En revanche, la course
sur tapis roulant est possible dés le lendemaliirgection de sérum physiologique, et n'a eu
aucun impact sur les parametres cinématiques. Gemeonditions, les effets de I'injection du

malonate sont a relier a la Iésion du striatum.

La lésion du striatum affecte de facon relativemantleste mais durable la locomotion
stéréotypéel es anomalies de la cinématique concernent lespebdntralatérales a la lésion :

- pour la patte antérieure, augmentation de laalde la phase d’appui associée a une flexion

exagérée de I'épaule mais a une hyperextensiooutiecpendant la phase d’oscillation,

- pour la patte postérieure, une flexion exagéhégenou pendant la phase d’appui et une

hypermétrie.
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Ces anomalies sont associées a une déviationt@elan direction de la Iésion et a un

basculement latéral du corps du coté opposé &ianlé

La lésion du striatum est incompatible avec ledrassement correct des obstacles. En
effet, les rats Iésés prennent tres souvent apenidant un temps plus ou moins long, sur
I'obstacle avec les pattes controlatérales a lanés la condition qu’elles soient les premieres
a franchir I'obstacle (qu’elles conduisent la marmcel Le déficit n’est pas dd a une élévation
inappropriée de la patte mais & son mauvais posgiment devant I'obstacle. En effet, la
patte est trop éloignée de I'obstacle lorsqu’elléa son mouvement de franchissement. Cette

anomalie ne montre aucune régression dans le temps.
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Abstract

Background: Although the striatum is in position to regulate motor function, the role of the structure in locomotor
behaviour is poorly understood. Therefore, a detailed analysis of locomotion- and obstacle avoidance-related parameters
was performed after unilateral lesion of the striatum in rats.

Methods and Results: Using the three dimensional motion capture technology, kinematics of walking and clearing
obstacles, head and body orientation were analyzed before and up to 60 days after the lesion. Recordings were performed
in treadmill running rats with or without obstacles attached to the treadmill belt. The lesion, which was induced by the
direct injection of the mitochondrial toxin malonate into the left caudoputamen resulted in the complete destruction of the
dorsal striatum. During the first three days following the lesion, rats were unable to run on the treadmill. Thereafter, rats
showed normal looking locomotion, yet the contralesional limbs exhibited changes in length and timing parameters, and
were overflexed. Moreover, the head of lesioned rats was orientated towards the side of the lesion, and their postural
vertical shifted towards the contralesional side. During obstructed running, the contralesional limbs when they were leading
the crossing manoeuvre stepped on the obstacle rather than to overcome obstacle without touching it, yet more frequently
with the forelimb than the hindlimb. Unsuccessful crossings appeared to be due to a paw placement farther away from the
front of the obstacles, and not to an inappropriate limb elevation. Importantly, deficit in locomotor behaviour did not
regress over the time,

Conciusion: Our results argue that the striatum of one hemisphere controls kinematics of contralateral limbs during
stereotyped locomotion and plays a prominent role in the selection of the right motor program so that these limbs
successfully cross over obstacle.
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Introduction

The study of quadrupeds has furnished most of our under-
standing of mammalian locomodon [1,2]. Thus, locomotion is
controlled by the mrteraction of three components: (1) central
pattern generators (CPGs), networks of spinal interneurons which
provide the basic locomoetor pattern, (2) propriccepuve and
exteroceptive feedbacks, and (3) descending supraspinal control
from the brain cortex including the corticospinal pathway and
from the bram stem includmg the rubro-, vesabulo- and tecto-
spinal  pathways. The cortico- and rubro-spmal  tracts are

responsive  for fine control and  woluntary modification  of

locomotion and the other tracts serve o activate CPGs, which
are silent at rest, and o adjust the posture. However, how these
components are implemented and how they interplay to generate/
regenerate locomotion in normal/ pathological conditions & not
well understood.

The sinatum = the main mput layer of the basal gangha. It is

organized in three zones; the sensorimotor, the associative and the

@ PLoS ONE | www.plesone.org

himbic zones, which recetves afferents from the sensori-motor,
associative, and the Bmbic cordeal areas, respectively [3]. The
commaonest consequence of lesion of the striatum % dystonia and
the syndrome of abubia (apathy with loss of midaove and of
spontaneous thought and emotional response] n human depend-
mg on the site of the lesion within the soriatum [4]. However,
clectrophysiogical studics in primates and imaging studies m
humans are in keeping with the idea that the stristum supports
[]lll][']}'lﬁlll,.[(‘ri movement  selection, plr-[]ur;slinn and executon
[3-9]. In contrast, the role of the siriamm m the reguladon of
locomotion and  the voluntary  adaptadon of locomotion to
environment, which requires a precise and fine supraspmal control
of the basic locomotor pattern, 15 not well understood. Acovaton
of the striatum during treadmill locomotion in rats [ 10] and during
the imaginaion of locomotor tasks in human [11] has been
reported. However, most of what s known of the role of the
striatim i the control of locomotion has been deduced from the
disturbances of gant accompanying Parkinson’s  discase (PD)
mchiding slow gait speed, licde steps, narrowing of base support
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and lack of swing arm, but normal performance in obstacle
avoidance tasks []2]. :'\ﬂuming that PD 15 cansed I:I}' siriatal
dopamine depletion consccutive o degeneration of dopaminergic
neurors orginating from the substantia nigea (SN) pars compacta,
locomotor deficit in PD only reveals how important is the striatal
dopaminergic input in the conwrol of the basic locomotor pattern.
Addidonally, the functional defict olserved in PD patienes is the
ner result of two opposite phenomena, e the severity of the
striatal dopamine depletion and the ntensity of the different
compensatory mechanisms, which are sequentially activated in
parallel with the progressive striatal dopamine deplegon [13]. A
demiled and quantitative analysis of stereotyped and challenged
locomoton after acute legon of the stnatum in rat may help w
INCredse  our l.mdc'.r_sm.nding on the role of the striatum m
locomotor behaviour, It could also help to mterpret the locomotor
deficit and recovery observed in stroke patients in which the
striaturn alone or in combinaton with cortical areas is a common
site of acute neuronal deach,

The aim of the present study was 6 better onderstand the ole
of the stnatum i the two components of the Iocomotion; the basic
locomotor pattern which is provided by CPGs, and the possibility
to deal with environmental constraints by the voluntary modifi-
cation of the basic locomotor pattern, which requires supraspinal
control. For this purpose, locomotion was studied before and up to
two months after unilateral lesion of the striatum during treadmill
runming with or without obstacles attached o the treadmill belt in
the rat. The brain lesion was induced lﬂ.,' the direct inj-f:cti(m of the
mitochondrial toxin malonate into the dorsal soiatum {caudoputa-
men) which indudes the sensorimotor and the associative zones of
the striatum m rat. Locomoton was quanttaovely and objectively
assessed from the 3-I) motion capture technology. Recordings
were also performed in sham rats in order o assess the impact of
the surgical procedure on kinemancs,

Results

In a frst cxp('.rimr.nl (10 rats with h(ady Wrig}tl about 450 g), 8
rats were sclected at the end of the selection penod, | rat died
during anaesthesia, and the remaining rats were treated with
malonate. In lesioned rats, pnt—]mirm kinematic rr.('.(rrdings weTe
performed 19, 12, 5 and 1 days before malonate administraton,
During this period, the body weight (g) increased from 467 16 to
47818, Pre-lesion kinematic parameters were not  different,
Therefore, the valies were pooled and compared w values
collected 4, 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49, or 60 days after malonate
administration (n= 7 at all tme points except at day 4 lesion where
n = 06). Daring the post-lesion period, the body weight (g) increased
from 43 1= 14 to 4992 15, The weight loss was not due to some
difficulties to reach food.

In a second experiment {6 rats with a body weight of 370 g), 4
rats were selected ar the end of the selecton period and treated
with saline mstead of malonate (sham rats). Among these rats, one
rat was excluded from the kinematic analysis because of frequent
removals of the forelimb distal markers with teeth. Kinematic
recordings were performed 3, 2 and 1 days before saline
administration. As values were not different, they were pooled
and compared w values collected |, 2 and 4 days after saline
admimistration. In sham rats, the body weight remained dose o

370 g.

1) Histological study

After malonate adminisiragon, all rais exhibited a complete
lesion of the dorsal sorigtum which was associated with & severe
airnphy of the lesioned h-r‘.mi:cplu:rt. Theé mean Ieston volume was

'@ PLoS ONE | www.plosone.org
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189254 mm® and tissue loss in the lesioned hemisphere reached
16.6=4.0% (relative to the unlesioned hrmixphm'r:)_ These data
are i accordance with previous data of our laboratory [14], Fig. |
shows a representative slice of brain collected at the striatum level.
Note the dilation of the ventricde on the lesion side as well as the
muliple cavitdes within the lesoned striatum,

2) Overview

Rats were all unable to run on the treadmill during the first
three days following malonate administration. Ar day 4 pose-lesion,
running was possible in 6 rats, the remaming rat being capable of
running from day 7 postlesion. The runming incapacity was
apparently due to the mahility of rats to adapt imb motion to the
readmill belt movement. Onee capable of running, lesioned rats
bad]y p(?ribrm:d the obstacle dearance task wath ther contrale-
sional lmbs when  these limbs were leading  the  obstacle
manoeuvre. In contrast, sham rats were capable of treadmill
running as soon as the first day following salne treatment, and
saline did not impair obstacle crossing. Accordingly, changes in
locometor behaviour observed in malonate-treated ras were not
due to the surgical procedure. Moreover, deficit after malonate
cannot involve changes in body weight. First, kinematic changes
were restricted o limbs contralateral o the lesion. 10 the
impairments had been due to changes in body weight, kinematics
would have been impatred bilaterally, In addition, changes m
kinematcs did not pura]]rj with (']wngt& in b{)d}' \ﬂ;ighi 1 lestoned
Tarrs.

3) Effect of the striatal lesion on stereotyped |locomotion
Whereas the sham procedure affected none of the measured
paramerers (data not shown), malonate administration impaired

Figure 1. Representative photographs of a brain slice passing
through the lesioned striatum. Note the preservation of the corpus
callosum (a), the dilation of the lateral ventricle (b} and the cavities
within the striatum (c) of the lesioned side (A) as compared to the
unlesioned site (B) Staining: cresyl violet; scale bars for the top and the
bettom photegraphs are 350 and 500 um, respectively.
doi10.1371 fjournal pone 0007616.001
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many locomotion-related parameters either transiently or persis-
tently as described in the following paragraphs.

a} Timing and length parameters. Alter lesion, timing
parameters. were affected only for the contralesional forclimb
(CFL) (Fig. 2A). That limb exhibited an ecarly and persstemn
imcrease in the stance phase duration. However, the siride
duration remained close o pre-lesion values, The lesion also led
to a persisient decrease inwemporal symmetry rato (TSR] between
the forehmbs (LO9Z0.81 and 0.93=0.37 at day 7 and 60 post-
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leston v 1G6E =089 before lesion, P<<0.025), whercas TSR
between  the hindlimbs was not modified (10120031 and
1L02=0.22 at day 7 and 60 post-lesion v 109=0.10 before
lesion, NS). Length parameters were alo significantly affected by
the leston (Fig. 2B). After lesion, stride length of the conmalesional
hindlimh (CHL) progressively increased over the time (P<<0.025 at
day 60 postdesion). Nevertheless, the stride length remained in
proportion with the stance phase duratgon after lesion [Fig. 20,
Finally, the homologous, homolateral and diagonal coupling
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Figure 2. Effect of the lesion on timing and length parameters. A) duration of the stride, the stance and swing phases, B stride length, C)
relationship between the stride length and the stance phase duration after lesion. The parameters were measured before lesion (BL) and up to 60
days after lesion from the ipsilesional and contralesional forelimbs (IFL and CFL) and hindlimbs (IHL and CHL). The stride length was plotted against
the corresponding stance phase duration. Values are means®5D, * different from BL values (P<0.025).

doi:10.1371/journal.pone.0007616.g002

@ PLoS ONE | www.plosone.org 3 October 2009 | Volume 4 | lssue 10 | e7616

89



hetween limbs before  lesion ~50%, 30% and 80%,

respectively, and were not affecied by the lesion, regardless of

were

the postdesion ome (data not shown),
b) Joint angle values.
and the knee markers as well as between the knee and the ankle

The mean distance between the hip

markers was not significanty different between the two hindhmbs
and not affected by the lesion. In addidon, the distance was not
different among rats whatever the gme point of the measurement,
Thercfore, comparsons between pre- and post-lesion values of

Travaux personnels
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knee angle values did well mform on the impact of the lesion on
joint kinematics.

The impact of the lesion on joint angle values is shown in Fig. 3
and 4. Unlike psilesional hmbs whose joint angle values were not
affected by the lesion, the contralesional limbs exinbited significant
changes in joint angle values (Fig. 3). After lesion, the knee and
shoulder angles were decreased carly and persistendy during the
stance phase, Le. the joints were over-flexed, In contrast; a
transient over-fllexion followed by a delayed over-extension of the
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Figure 3. Effect of the lesion on joint angle values of the contralesional limbs. The sclid and dashed lines correspond to the maximal and
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WValues are means*SD, * different from BL values (P<20.025).
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Figure 4. Effect of the lesion on mean values of the joint angle positions. A and C) angular excursion, the solid and dashed lines correspond
to values measured before and at day 60 after lesion, respectively. The phases of the locomotor cycle were normalized (the stance phase in grey),
* difference between pre- and post-lesion values (P<<0.025), B and D) corresponding stick figures of one complete step cycle (stance ad swing).
Horizontal arrows indicate the direction of the movement, downward arrows foot contact and upward arrows foot lift.

doi:10.137 Vjournal pone.0007616.9004

elhow was ohserved during the swing phase. The mean pre- and
post-lesion {at day 60) angular excursion (over 2 consecutve oycles)
as well as sticks diagrams of a representative rat is shown in g, 4.
Clearly, the predesion and postlesion angular  maces  are
superimposed for the ipsilesional but not the contralesional limbs,
For these hmbs, the post-lesion race 15 below the pre-lesion trace
for the knee and the shoulder and above the predesion trace for
the elbow.

¢} Paw placement in the froncal plance. The results are
summarized in Fig. 3A and 5B. The lesion resulted in a4 more
internal placement of the contralesional hindlimb. Thus, the
distance {mm) bertween the bip and MTP markers in the fronal
plane at toe off was —10.5=3 before lesion and decreased w
=6.4235 and = 7.423.2 ar days 4 and 7 post-lesion, respectively,
The d

time. The paw placement of other limbs was not affected by the

stanoe progressively recovered  pre-leson values over the

Tesion, These data are consistent with a reversible deercase m the
hindhmb base of support m the lesioned ras,

d) Head and body orientation.  The results are summarized
in Fag. 3C and 3D. Before lesion, the mean horizontal head-on-

trunk position was dose to the mid-sagittal body axis as evidenced
by the value of the roll angle (0.5X2.2"). A substantial and long-
lasting deviation toward the dpsilesional side was observed in
lesioned rats. Thus, as shown in Fig. 3C, the roll angle was
=3.20%35" and —2.623.0° at days 7 and G0 post-lesion,
respectively. In addition, the lesion produced a persistent shift of
the body towards the side opposite o the lesion [Fig. 5D) as
evidenced by the increased lateral shift angle from day 7

6.4=2.1% to day 60 pt:sl—ll-_-uir:n (528" as r{:mp:ir[:[i to pre-

P N
@ PLOS ONE | www.plosone.org

leston values (292217, Such a shift of the body s consastent with
g 3.

the mereased flexion of the contralesional limbs |

4) Effect of the striatal lesion on obstacle avoidance

Before lesion, no preference was shown for leading either with
the right or with the left fordimb {data not shown) and rats crossed
over the obstacle without wuaching it. When rats stepped over
obstacles, they used a sirategy in which the first hindlimb w step
over the ohstacle was always ipsilateral w the leading forelimb as
llustrated n Fig. 6A. In the example, the right forclimb (limb 1)
was the first imb w step over the obstacde {Jeading forelmb),
followed by the left forelimb (tradled forehmb = limb 2). Then, the
rat stepped over the obstacle with the right hindlimb (leading
hindlimb = hmb 3) and finally with the Ieft hindbimb (trailed
hindlimb = limb 4. The pre-obstacle distances (om) were 542 1.2
and 2408 for the leading and trailed forclimbs, respectively.
The corresponding values for the hindhimbs were 9714 and
3.7=0.8. The maximal height {mm) of the more distal marker
during the crossing swing was 36.9=1.4 for mb 1, 30.6= 1.7 for
Imb 2, 45.7=22.8 for lmb 3 and 30.4=2.7 for limh 4. For both
forelimbs, maximal elevanon was reached when the tp of limbs
was just above the obstacle. On the contrary, maximal elevation of
limbs 3 and 4 was reached hefore and afier the tip of the paw had
crossed over the obstacle, respectively. Time o avord obstace was
~230 ms for all Hmbs. Fig. 6D illustrares imbs trajectory before
lesion in a representative rat.

After lesion, no preference for leading was observed either with
the contralesional or ipslesional forelimb (data not shown).

However, i the situation in which the contralesional forelimb
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Figure 5. Effect of the lesion on paw placement in the frontal plane and head and body orientation. A) paw placement of forelimbs, B)
paw placement of the hindlimbs, C) horizontal head-on-trunk position, D) the lateral shift of the body. Positive values indicate deviation towards the
contralesional side and negative values towards the ipsilesional side. IFL, IHL = ipsilesional forelimb, hindlimb; CFL, CHL = contralesional forelimb,
hindlimb. Empty bars represent pre-lesion values and black bars post-lesion values (from day 4 to 60 post-lesion). Values are means=® 5D, * different

from pre-lesion values (P</0.025).
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was leadme the (.'I'[JSE;I]'._! manocuvre, obstacle avoldance was
mmpaired. In contrase, all the hmbs crossed over obstacle normally
when the ispilesional forebmb was the frst w0 encounter the
obstacle, The situation in which the contraesonal forehmb was
the leading limb himb 1) s illustrated in Fig, 6B and 6C. In this
simation, imb | cither stepped on the obstacle and remained for
varying durations on the obstacle (unsuccessful crossings, Fig 6B)
or crossed over the ohstacl: normally (successtul crossing, Fig 6C)
When imb [ badly performed obstacle crossing, imb 2 (forelimb
ipsilateral to the lesion) and hmb 4 (hindlimb ipsilateral to the
lesion) suce

ssfully croseed over the obstacle. On the contrary, hmb
3 fthe leading contralesional hindlimb) cither stepped on the

obstacle, :cu{'t'r-i'-if'u[l}' crossed over the obstacle, or took an extra
step before passing over the ohstacle without touching 1t {see
botom pancel of Fig 6B). In steps in which the leading
contralesional forelimb  normally pr:'El:rr!u-t] obstacle  crosang,
the other limbs also crossed over chstacle normally ([Fig60).
Deficit in obstacle avoidance did not regress over the time. Indeed,

the pereentage of unsvccessful  cros

ngs with the leading

woat day 7 post-lesion
and 67.3Z13.2% at day 60 post-lesion. The corresponding values

contralesional forelimb was 636122

for the leading contralesional hindimb were 2882 11.1% and
24.7+9.5%.

Unsueoessful crossmes with the contraleswonal forelimb were
associated with a placement of the limb farther away from the front
of the obstacle and not with an mappropriate hmb clevaton,
Indeed, maamal praw clevation of the lv;t[ii:n; contralesional

P N
@ PLOS ONE | www.plosone.org

forclimb was not different from pl’(‘-l[‘ii(]l:] vahies (not shown), In
comntrast, pre-obstacle distance of this hmbwas 10.4=0.6 cmwhen 1o
stepped on the ohstacle |
distance (5.7 =0.9 ¢m) v

imh | in Fig 6B, above panel) whercas

not different from pre-lesion value when
the mb overcame obstacle normally Iimb | m Fg 6C, above
pancl). The bad placement of limb [ was accompanied with a bad
placement of other hmbs which were also placed farther away from

the front of the obstacle. However, the increase in pre-obstacle

distance was more mportant for limb 1 (~ +200% vs ~ +30% for

other hmbs) as shown in Fig. 6E and 6F. Finally, m steps in which
the contralesional forelimb was leading the or

with success (Fig. 6C) as in steps in which the ipsil

1 MANGCUVTe
sional forelimb

was leadmg not shown), the maled forelimb was placed farther
behind the obstace as compared o limb pesinon before lesion, at
least within the acute ptasl—[vsirm prrit:d. Thus, pt]:-t—(:bst:n'lt‘
distance of hmb 2 when it was the ipsiledonal forehmb was
125%1 em at day 7 (P<<0.025) and 1261 cm at day G0 (NS
P=0.027) vs 10.5% 1.5 om before lesion. On the contrary, maximal
clevagon of imbs 3 and 4 was reached before and after the op of the

paw had crossed over the obstacle, respectvely.

Discussion

The 5313 motion capture technology primarily dedicated to
human 15 a htide-used method i rodents. Available studies
focussed on kinematics in pormal conditons, after spinal lesion

or hindlimh [15-18]. Using this high-performing technology, our
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Figure 6. Obstacle avoidance-related parameters. A) before lesion, rats never touch the obstacle and used a strategy in which the first
(leading) hindlimb (limb 3) to step over obstacle is always ipsilateral to the leading forelimb (limb 1), B) when the contralesional leading forelimb
(limb 1) is placed farther away from the front of the cbstacle, it steps on the ohstacle (unsuccessfull crossingl. The ipsilesional trailed forelimb (limb 2)
crosses over obstacle normaly whereas the contralesional leading hindlimb (limb 3) either steps on the obstacle or, crosses over obstacle pormally
with or without an extrastep before crossing (bottomn panel), C) when pre-obstade distance of the contralesional leading forelimb is not different
from pre-lesion values, this limb performs obstacle crossing normally (successful crossing). In this situation, the trailed forelimb (limb 2) is placed
further behind the cbstacle. D) Predlesion limb trajectory for a representative rat, E and F) pre-cbstacle distances of the forelimbs (E) and the
hindlimbs (F) in situation in which the contralesional forelimb badly performs obstacle crossing. * different from BL (before lesion) values (P<00.025).
Walues of pre- and post-cbstacle distances (cm) are mean=5D, in B and C values correspond to those measured at day 60 post-lesion,

doi:10.1371/journal. pone0007616.006

study reveals persistent changes in the basic locomotor pattern and
obstacle avoidance performance after lesion of the striamm in rat

Within the first week following malonate adminstradon, lesioned
rats did initiate treadmill lncomotion but were unable to adapt limbs
motion with the speed of the treadmill belt, thus resuliing in
treadmill runping incapacity, This suggests that the striatal lesion
has compromised the mteraction of the three components mvolved
m the neural control of locomotion indudmng CPGs; semsory
feedback, and descending supraspinal control, Despite the Jack of
direct ink berween CPGs and the soiatum, CPGs actvity may be
indirectly dependent on striatal output, The striatum contains
GABAergic neurons that inhibit the SN pars reticulata [19], a brain
shéT arca n:[:('nlly demonstrated o eéxert tonic inhibition of the

mesencephalic locomotor region (MLR) [20], which contains the
Thercfore, the striata
lesion may produce an abnormal MLR inhibition, thus resulting in
a delayed producton of locomoeton [21] as well as woubles of the
rhythmic alternations of limbs [20]. Besides, regarding the sensory
processimg ability of soriatal neurons [22], changes i the sensory
conirol of locomotion may contribute to the observed defiat

reticulospinal neurons projecting on CPGs:

Jonsistent with this mechanism, the motor responses to tactile anc
C tent with tf I th t I to tactil i
propriocepve stimuli on the contralateral hmbs are ransiently lost

after a striatal lesion [14,23].

aaay
@ PLoS ONE | www.ploscne.org

Whatever the mechanisms involved in the treadmill running
incapacity after a striatal lesion, all rats regained ther ability to
regularly run on the treadmall from day 7 post-lesion, suggestmg
that the intact neurenal circuitry can rapidly compensate for the
lestoned striatum when the sriatum i engaged in the producton
of the basic locomotor pattern, However, the neuroplastcity of
locomotor control mechanisms did not allow a full recovery of the
mitil locomotor pattern as evidenced by the persistent inerease in
stride length of the

the stance phase duration and in the

contralesional forelimb and hindlimb, respecavely. These data
argue that the integrity of the striamam is required for the structure
and the dming of the basic locomotor pattern as suggested by a
recent study that specifically examined the relationship between
lesion location and gait asymmetry in ambulatory chronic siroke
patents [24]. The authors report that lesion o putamen 1s evident
60% o 80% more asymmetrical paticnts
compared fo the symmenical patenis. Farther studies are needed

frequentdy i the

o clucddate how the striatum contributes to the basic locomotor
patttern knowang that hypermery of the contralesional hindlimb is
also chserved after unilateral pyrurniduI tract secion [93] but not
after lesion of the somatosensory cortex [26] i the rat

Dhring stereatyped locomotion, lesioned ras showed abnormal
posture as evidenced by the persistent lateral tilting of their hody
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towards the side opposite o the lesion as well as the overflexion of
their contralesional limbs, These data are in agreement with the
emergent theory that the output nuclei of the basal ganglia (the SN
pars reticulata, the globus pallidus, the ventral pallidum) keep
the brainstem areas that control posture under tonic nhibition
[27-29]. However, patholog
tone regulation i not necessarily the cause of the shift of the body,
The shift may be alternatively an attempt 1o align the body with a
vertical reference which should be r.rr{m(r{:u:ii:,' p-r'mc'ivrd to be
tilted from truc carth vertical in lesioned rats. Evidence that the
striaturn filters information that originates within the parietal
cortex, a structure that has a enteal role in the perception of the

ical asymmetry of postural muscle

verticality [30] supports this hypothesis, Interestingly, the shaft of
the body 3 towards the contralesional side m stroke patents with a
strigtal lesion [31], but towards the ipsilesional side in hemi-
parkinsoman rats [32]. Accordingly, lesions of the striatom and
striatal dopamine deplenon both produce abnormal posture, vet
through different mechanisms,

Olstacle avoidance tasks provide an adequate paradigm o
explore the possibality to deal with environmental constramis by
the voluntary modification of the basic locomotor pattern. To
date, information on obstacle avoidance m human and animals
{cats only) with a central lesion are scarce. In addition, avalable
studies focussed on the role of the cerebral cortex and the
cerchellum. Tt was demonstrated that the cerchellim and the
motor cortex both contribute to adequate paw placement and imb
trajectory [33,34] and that the posterior parietal cortex is rather
involved n pia.mling g'eu'l modificaton [35]_ The new ﬁnding of
the present study is that the mtegrity of the striatum s required w
successful obstacle avoidance {as a second subtask added to
locomonon), and that intact neuronal dreultry cannot spontane-
ausly compensate for the lesioned striatum when the structure 15
engaged in challenged locomotion. Our results show that imbs
contralateral to the striatal lesion badly perform obstade crossing
from day 4 to 60 postlesion in the simadon in which the
contralesional limb 15 the first 10 encounter obstacle. The hmbs
step on the obstacle and remain for varying durations on the
obstacle rather than o overcome ohstacle without wuching it An
asymmetrical deficie in limbs force production appears w be not
mvolved in deficit because contralesional hmbs normally crossed
over obstacle when they were the second w encounter the
obstacle. Alternativ

, impaired performance may be related o

persistent hemispatial neglect. Acmally, the head of lesioned ras
was onentated wwards the sde of the lesion (see also [56] similarly
to that observed in htmipurkim‘.(miun ammials [3?- 39] and stroke
patents “Prévost’s” sign). This abnormal head onentaon leads
to the negleet of informaton on the contralesional side [40,41].
Because visual inpﬂl it critical to successful obstacle avoidance
with the leading limbs [42], the hemispatial neglect of the right
side may therefore explain why only the right imbs stepped on the
obstacle after lesion of the left striatom. However, the hindhimb
that 1s moved in the absence of direct visual mput ako badly
performs ohstace crossing, suggesting that mechamsms other than
hemispatial neglect also contribute w the impaired performance.
OF note, impuirr.d p(‘.rﬁ}nnumx: i obstacle avoddance 18 observed
without hemispatial neglect [43]. With an

causes of unsuccesstul crossmgs, we have

even in stroke patients
effort o wdenafy th
measured the pos

on of the leading forelimb with respect to the
obstacle as well as its trajectory as measured by the maximal
elevadon of limbs during the crossing swing. The resules clearly
show that unsuccessful crossing is associated with increased pre-
obstacle distance and not with Inappropriate hmb wrajectory.
These data suggest an important role of the striamm in the

plunning rather than execution of the volmtary modificadon of

-

L
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locomotion. The striatam & thought to select which motor
programs should be called nto acdon through muldple corden-
striato-pallido-thalamo-cortical loops. However, the hypothesis thar
striatal leston-associated impaired obstacle avoidance solely reflects
disconnection between the striatum and the cortical areas i
unlikely. Indeed, in cats with lesions of the motor or the parietal
cortex, the contralesional mbs badly performed obstacle crossing
when they are the leading or the trailed hmbs [44-46], and
Eu?miplr. e stroke pal:ir‘.n!s with unmilateral cortical lesion exhibat
impaired ability to avoad obstacle regardless of whether the
avoldance manoeuvre is led by the affected or unaffected leg [47].
Morcover, as pati{.'nl:s with P I)L‘I'ﬁ)l‘l'li as well as agod matched
controls [12] in obstacke avoidance tasks, the disconnection between
the strigtum and the SN pars compacta cannot either be involved m
unsuccessiul obstacle crossing observed after lesion of the striamm,

Malonate 3 considered as a selectve neurotoxin, Nevertheless,
since the cortenspinal fibres course through the striatum in rats, 1t
15 relevant (o ask whether some aspects of the observed deficits are
attributable o mpaired structural or funcoonal integrity of these
fibres. Agamst the existence of structural damage 3 the normal
appearance of the fibres after lesion induced by malonate or the
other neurotoxin quinolinic acid [48,49]. However, this does not
mean that functionality of the Gbres s not impaired. Functionality
of the corticospinal tract has never been nvestgared  after
malonate lesions but 15 spurcrd after qilil'l()]i]li{' Tesions [_:"1{}] 5
Regarding the similaritics between malonate and quinelinic lestons
with respect to histological characterization [51], it & empting to
spnr.ulult' thiat Iimr.lixmu]ily of the cnrtin(mpinui palhway 15 mormal
after malonate lesions, and that deficit after malonate lesions is not
due 0 changes in corticospinal outflow. In accordance with this
il}"p(!mtsis, w.‘ﬂldng p(?rf(:rrmam:{' # not astociated with the extent
of lesion overlap with the cortcospinal tract in stroke patients [52],
and differences exist between defict induced by lesion of the
{.'nrti(.'n.s.pimsl tract and that induced h}' fesion of the stratum.
Stercotyped  locomotion s possible as soon as the fist day
following lesion w the cordeospinal ract and most impairments in
kinematcs and ground reaction forces recover rapidly within the
first week aficr operation [25,53], In contrast, treadmill running is
impossible during the frst three days after malonae, and
locomotor behaviour 1s impaired persistently after malonate. In
addidon, the contralesional forelimb which badly  performs

obstacle crossmg after sinatal lesion (our resulis) was reported o
cross over obstacle vormally after  pyramidal lesions  [45].
Newvertheless, further studies are needed w prove thar deficit after
malonate 5 not due in part o damage of the corticospinal fibres.

In conclusion, our results argue that the striamm of one
hemisphere controls kinematics of contralaterzl hmbs  during
stereotyped locomotion and plays a prominent role in the selection
of the right motor program so that these imbs successfully cross over
ohstacle. They also suggest that the intact neuronal (?ir-[.'uirry cannot
spontancously compensate for the lesioned strmatum, at least when
the {dorsal) striamum is fully lesioned, Techniques and da deseribed
here are ]il‘.{:}y 1o be useful for a betier (nrnpr-r‘.hr:nsi(m of the neural
p;il]w\-xl}'x mvolved i the r(‘.gulﬂlim: of sl-t;r{‘nryp{:d and ('.‘ha]]mgcd
Ipcomoenon, and for the guidance of new therapeute inerventdons
m pathologies associated with impaired gar

Materials and Methods

Animals

Exp{-rimt.'ms were carmied out on Wistar adult male rats [D{:pn",
Samt-Doulchard, France) with age of 13 weeks. All procedures
were approved by the ethical commitee of the Univeraté de

Bourgogne and were conducted according to guidelines of the
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French department of agriculture licence n” 21CAELDT). Animals
kept in ventilated, humidity and wemperaturecontrolled  rooms
witha 12/12-h Fi_ghtfdm'k q;('h‘. received food and water ad Ehitum.
To reduce the animal’s stress level, the same operator performed
all steps of the experiments.

Selection of animals

Rats were selected according o their capacity of running
regularly on a honzontal readmall (Bioseh, Vitrolles, France) wath
the speed of the treadmill belt fixed ar 25 om/s. A 3 min-long
rulming session (first without obstacles and then with obstacles
attached to the belt) was gven twice a day for seven days. On the
first day, mild mrensiges of foor shocks were used as negative
reinforcement to improve performance. Rarts that failed to run m a
regular way on the treadmill (contact of the forelimbs with the
front wall of the weadmill, frequent immobility or gallop) at the
end of the selection period were excluded. Tt is noteworthy that
obstacle clearance was not a difficulty for any of the rats.

Induction of the lesion

A lesion confined to the caudoputamen was induced by the
direct injection of the mitochondrial toxin malonare [disodium salt,
Sigma, Samt Quentin Fallavier, France) into the left striatum,
Briefly, rats were anacsthetized wath chloral hydraee (#00 mg/kg,
i.pJ and posinened in a stereotaxic frame. Injecion of malonate
ipH 7.4) was performed into the left striatum via & cannula
mserted at the following coordinates relatve o bregma: AP
0.5 mm, Lac: 3.5 mm, V: 6 mm fom the skull Paxines &
Watsons' atlas). Injecton of malonate {3 pmol) was carried out
over 3 min at a rate of | pL/min. According to this dosage, the
lesion measured at day | after malonate posomng affecs the
whole caudoputamen [14.54]. It can be nodeed here that the
midonate lesion i3 a pannecrotice lesion and has revealed striking
similaritics to the lesion induced by schemic stroke with respect o
histological charactenization [51].

Kinematics recordings

The 3D kinematics data were collected using the VICON MX-
13 opocal moton capture system (Vicon, Oxford, Grear Britam)
consisting of 6 high-speed digital cameras placed at approximately
0.7 m from the treadmill. Three cameras were placed facing the
rat’s left side and three other cameras facing the rat’s right side,
perpendicular to the directon of the movement, thus allowing the
simultancous recording of the owo hemi-bodies. Data were
collected ar a sampling rate of 200 Hz The image dmension
wias 1280 1024 pixt:I:;_ The mu_gniﬁ('utiun of the cameras was
calibrated to cover the 43 cm length of the treadmll apparatus,

After anacsthesia (chloral hydrare, 400 mg/ke, 1p.) the hmbs
and the back were shaved and tttooed o order to locate the bony
processes as previously deseribed modewals [15]. The arca around
the tattoo marks was regularly shaved and re-touched with
permanent ink as soon as oo fding was chserved. For this step,
anacsthesia of animals that were now  confident with  the
{‘..’{I]{'Fi[lll‘ﬂ[(‘l' wis not rt'quin‘.{i. th‘nt}' two infrared-reflective
hemispherical markers (BTS  Bioengineering, Cod  FMEOO03,
Milano, Iraly) with a diameter of 6 mm were placed over the
followmng anatomical landmarks (see Fig.7A, B) the scapula
tmarker a), the upper shoulder marker b) and lower (elbow marker
¢ humerns epiphysss, the metacarpophalangeal (MTC) join
imarker d), the thac crest (marker ¢), the great wochanter |(hip
marker ), the knee {marker g), the internal malleolus {ankle marker
h) and the fifth metatarsophalangeal (MTP) jont {marker 1). Four
markers (markers |, 2, 3 and 4) were also placed on the back from
the neck to the il at regular distances. Fmally, two markers were

aaay
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Figure 7. Position of the reflective markers and kinematics
parameters in rats. A and B) five markers were placed on each
hindlimb, four markers on each forelimb and four markers (1 to 4) on
the back, C) the paw placement of the ipsilesional and contralesional
hindlimb (IHL, CHL) in the frontal plane was assessed from the position
at toe off of the MCP marker (marker i) on the Z-axis (mediolateral) with
respect to the Y-axis (vertical) that passed through the hip marker
(marker f), D} the horizontal head-on-trunk position was assessed from
the roll angle, i.e. the angle between the straight line passing through
the dorsal markers 1 and 2 and that passing through the dorsal markers
3 and 4, E) the lateral tilt of the body was assessed from the angle
between the plane (in grey) passing through the twe hip markers (f)
and the two shoulder markers (a) and the horizontal plane of the
laboratory (not indicated),

doin0.1371 journal.pene 000761 6.9007

placed on the base of cach of the two obstacles. Markers were Axed
on rat and ohstacles with a double face adheave ape.

The kinematic data were collected with the speed of the
readmill belr fixed at 253 em/'s, a speed thar s within the range of
speed of rat’s overground locomoton [35]. Stereotyped locomo-
fHon was first assessed inoa l-min lor ssion [3%20 sec). Then,
two obstacles (3 cm hagh, 1.2 emowiade) separated by 45 om o were
attached to the treadmill belt and data were again recorded ina 3-

min I{mj; session (3 %1 min), Soft tssue movement around the knee
[skin shppage) 1 & source of error when estimaong joint kinematics
of hindlimbs in rats from markers placed on the surface of the
body overlying joints [56]. Therefore, mean distance between the
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hip marker and the knee marker or between the knee marker and
the ankle marker were measured before and after lesion o the
striatum. In the present study, locomoton without ohstacle
attached the treadmill belt s referred o oas stereotyped
locomonon whereas locomotion with obstacles atached w0 the
belt o as challenged locomotion.

[{¥]

Numerical analysis

The step oyele was splitinto two parts, the stance and the swing
phase. The stance phase was defined as the part of the cyce that
begins as soon as the foot contaces the treadmill belt and
terminates when the foot starts ity forward movement (e, when
the velocity of the MTP miarkers was higher than a threshold foced
at 3% of its maximal velocity). The swing phise was considered o
b{.'g'ln at the omset of forward movement and to end when the foot
strikes the readmill bel. Using a MATLAB program  (Math-
Works, Nadck, USA), we measured the following locomotor-
related parameters:

stance and swing phases duration, and stride duration {dme in
milliseconds between two successive foot contacts of the same
limb),

temporal symmetry ratio (TSR] of gait, a salient index of gait
dysfunction i human stroke [37] was calculared for cach of the
locomotor cycles using the following equaton:

contralateral  swing duration/stance duration

TSR e - . -
ipsilateral  swing duration/stance duration

stride length was computed as the Buchidian distance {mm) of
the more distal markers (MTP for the hindhimbs, MTC for the
forclimbs) between the beginning of the swing phase and the
next contact with the treadmill belt. The reference frame was
fixed to the hip marker,

— mterhmb  coordination. We calculated  the homologous,
homolateral and diagonal coupling from the tme of the paw
contact of a given imb with respect to the swep oycle of the Bmb
of the same pirdle, of the same side, and of the diagonal limb,
respectively,
maximal (Max) and minimal {Min) values of joint angles during
the stance and the swing phases,
paw placement of the more distal marker of limbs at toe off in the
frontal plan. For the hindhmb {see Fig.70), this parameter
corresponds to the positon of the MCP marker {marker 1) on the
Zewas (mediolateral) with respect to the Y-axis (vertcal) that
passes through the hip marker (marker £). For the fordimbs, i
corresponds to the posigon of the MTP marker on the Z-axs
with respect to the Y-axs that passes through the shoulder,
horizontal head-on-trunk positon. This parameter was assess-
cd from the measurement of the roll m!gh', i.c. the a.nglt
hetween the straight Iine passing through the dorsal markers |
and 2 and that passing through the dorsal markers 3 and 4 {sce
Fig.7D). A positive angle indicates a deviation of the head
towards the righ! sicle,
lateral dle of the body, This parameter was assessed from the
measurement of the Lateral dled angle, Le. the angle between the
horizontal plane of the laboratory and the plane passmg through
the two hip markers and the two shoulder markers (see Fig 7E).
A positive angular value indicates a lt toward the right side.

We also measured the following obstacle avoidance-relaved

par arneters:

- ’-
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—  pre-obstacle distance: the distance between the obstacle and
the tp of the paw just before the (rossing swing,

—  post-obstacle distance: the distance berween the obstace and
the tp of the paw just at crossing swing endmng,

— time to avoid obstacle, e the duration of successful -[;.rnsxin;_{
swings {from the we-off before obstacle w the paw contact after
ohstacle),

— the maximal height of the more distal marker during the
crogsing swing.

The parameters of stereotyped locomotion were calculated for
13 step eyeles with at least four regular and consecutive step oycles
during ecach trial in order to ehminate deviant curves [58]. The
parameters wsed for a_ist:ssiug obstacle avoidance were calcalated
for 25 obstacle crossings with at least four consecntve crossings,

Histological study

The lesion volume and the amount of histologically mract
residual brain dssue were measured at the end of the experiment.
After anacsthesia {chloral hydrate, 400 mg/ke, ipl), rats were
subjected o a transcardial perfusion with saline followed by a
perfusion with paraformaldehyde (4% i phosphate buffer). Then,
the brams were removed, pnstﬁxrd for 30 mm mn Imra[t:nlmldc:—
hyde, submerged for 36 h in 20% sucrose at 4°C, and frozen m
isopentane [ —4H'C). Coronal sectons (200 pom, 200 pm apart, and
starting +2.2 mm to bregma and extending back to —3.6 mm o
bregma) were collected on SuperFrost shdes and staned with
Cresyl violer (04%). Histological measurements were performed
on sections using an image anabyzing system (Scion Tmage, NIH,
Bethesda, MD, USA). The arcas of the lesion, the cavitations
within parenchyma, the ventrides and the entre hemispheres
were measured by contour tracing these regions on the computer
screen, Corresponding volumes were caleulated as the product of
the sum of the areas and the distance between sections. Tissue loss
induced by malonate poisoning corresponded to the difference in
the amount of histologically ntact residual dssue between the
lesioned and the unlesioned hemispheres,

Statistical analysis

Data are expressed as mean=5D. Stagstics were performed
using the 9.0 version of SYSTAT {Systar Software, Inc; Chicago,
USA) Friedman’s non parametric test was used o detect a global
difference between kinematic recordings, If the P value was below
(0.3, we compared data collecred at days 7 and 60 post-lesion with
those collected before leson using Wilcoxon’s st two tmes with
Bonferrom’s procedure. Such a small set of planned comparisons
should morease only slightly the type I error risk as compared o
more mumerous planned comparisons. IF these comparisons were
hoth xigl:iﬁtm:! (P=0.025), 1t was concluded that lesions pr{)durfd
persstent impairment in kinematics. If only the companison at day
7 postdesion was significant (P<<0.023), the imparment was

suggested to regress over tme. IF only the comparison at day 60

post-lesion was  significant (P<00.023), a delayed  kinematic

impairment was suggested,
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lII) TROISIME ETUDE. Effets de la lésion du cortex cérébral sur la locomotion

1) Objectif

L’objectif de I'étude est de quantifier chez le Fahpact de la Iésion du cortex moteur, a
I'origine du faisceau corticospinal, sur la fonatimcomotrice qu’il s’agisse de la locomotion
sur terrain plat qui impliqgue essentiellement 163GCou le franchissement d'obstacle qui

implique un contrdle supraspinal de I'activité @RG.
2) Induction de la Iésion

La Iésion a été induite par un modéle d’ischémiélm@le d’origine photo thrombotique.
L’ischémie conduit & un infarctus du cortex motetiest-a-dire a la destruction de tous les
types cellulaires (neurones et cellules glialeg).ldboratoire a précédemment montré que la

Iésion affectait les aires motrices représentatilesspattes antérieures et postérieures
3) Protocole expérimental

Chez un méme rat, la locomotion a été enregistn&ed’'une course sur tapis roulant (25
cm/s) d’abord sans obstacle puis en présence de dlestacles fixés sur le tapis. Les
parameétres mesurés sont identiques a ceux deéents wotre deuxieme étude. lls ont été
collectés les trois jours qui précedent et lesgaui suivent I'induction de la Iésion (trois,
deux et un jours avant lésion) et apres inductmtadésion. Les données sont exprimées par
la moyenne affectée de son écart type. Les stptestiont été réalisées a partir de la version
9.0 du logiciel SYSTAT (Systat Software, Inc, ClgoaUSA). Le test non paramétrique de
Friedman a été utilisé afin de détecter une difféeeglobale entre les données prélésionnelles
et les données postlésionnelles. En cas d'existédlre différence, I'analyse statistique est
poursuivie par un test de Wilcoxon suivi de la gahaere de Bonferroni. La différence est

jugée significative si P < 0.05.
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4) Reésultats

Parmi les six rats inclus dans I'expérience, deant &xclus a l'issue de la période de
sélection et quatre sont soumis a la Iésion cdeti¢zarmi les rats Iésés, un rat supplémentaire
a été exclu car il enlevait fréquemment les marpiplacés sur ses pattes antérieures. Aussi,
les paramétres locomoteurs ont été mesurés avapres lésion que chez seulement 3 rats.
Comme aucune différence n'a été observée entrgdissmesures faites avant lésion, les
parametres pré-lésionnels ont été regroupés ebyamne obtenue a été comparée aux valeurs
obtenues aprés lésion. Le poids corporel juste tavianlésion est de 368 + 18 g. Il est
respectivement de 350 + 22 grammes, 353 + 20 ett3@ aux temps un, deux et trois jours
apres lésion. Dés le lendemain de la lésion, tesgdts sont aptes a la course sur le tapis
roulant et franchissent correctement |'obstacle.udNavons Vvérifié que les trois rats

présentaient bien une lésion du cortex moteur (igin@re droit).

a) Effets de la lésion sur la locomotion stéréotypée

Paramétres de durée et de longueur

Avant lésion, la durée du cycle locomoteur (Figlig des pattes antérieures est de 533 = 35
ms pour I'hémicorps gauche et de 532 + 49 ms pbémicorps droit. Pour les pattes
postérieures, ces valeurs sont respectivement @le- 33 ms et 534 + 14 ms. La durée de la
phase d’'appui est de 289 + 34 ms pour I'hnémicorpasche et de 300 + 48 ms pour
I’hémicorps droit en ce qui concerne les pattegraires. Pour les pattes postérieures, la
durée est respectivement de 411 + 16 ms et de 4®4ms. La durée de la phase d’oscillation
est de 244 + 36 ms pour I'hémicorps gauche et @231 ms pour I’hémicorps droit en ce
qui concerne les pattes antérieures. Pour lesspadigérieures, elle est respectivement de 126
+ 12 ms et de 130 £ 13 ms. La Iésion n’affecte aubes parameétres temporels.

Avant lésion, la longueur du cycle locomoteur (FegiB) des pattes antérieures est de 71 + 3
mm pour I'hémicorps gauche et de 71 + 4 mm pouérliitorps droit. Pour les pattes
postérieures, ces valeurs sont respectivement de28&m et 80 + 4 mm. La Iésion est sans
effet sur ce parametre.

Le tableau 1 montre que le couplage homologue, haiéral et diagonal entre les pattes, qui

est respectivement de50%, 35% et 80% avant Iésion, n’est pas affecatdégplésion.
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Valeurs des angles articulaires
Les angles articulaires des pattes contralatérdiégure 2) comme ceux des pattes
ipsilatérales (non montrés) a la Iésion ne sonnpadifiés par la Iésion.

Orientation de la téte et du corps

Avant lésion, la valeur moyenne de I'angle formélpaéte et le tronc (Figure 3A) est proche
de 0° (-0,8 £ 1,7 °), ce qui indique que la téte deimaux est dans le prolongement du tronc.
Apres lésion, ces valeurs restent proches de 0°.

La Iésion est également sans effet sur linclinaitadérale du corps (Figure 3B). Ainsi, la
valeur de lI'angle formé par un plan passant parcéstures scapulaires et pelviennes et le
plan horizontal du laboratoire est de -0,9 + 4,@vant Iésion et reste proche de 0° aprés
lésion.

b) Effets de la Iésion sur la locomotion dirigée

Tous les rats franchissent correctement I'obstd@eposition des pattes par rapport a
'obstacle, la hauteur maximale du marqueur le phssal et le temps mis par chaque patte
pour franchir I'obstacle ont été calculés lorsqagtte controlatérale a la lésion est, soit la
premiere, soit la seconde a franchir I'obstaclecxudes parameétres n’a été modifié par la
Iésion, que la patte conduisant le mouvement gswitrolatérale ou ipsilatérale a la Iésion.
Ainsi nous avons décidé de présenter les valeuenabs lorsque la patte controlatérale a la

Iésion est la premiere a franchir I'obstacle.

Pré et post-obstacle distance
Les résultats sont regroupés dans la Figure 4. tAeaion, les valeurs de pré et post-obstacle

distance pour la patte antérieure conduisant leveroent sont respectivement de 4,2 £ 1 et
6,1 £ 0,8 cm. Elles sont de 1.8 + 0,4 et 9.3 + dn3 pour la patte antérieure qui suit.

Concernant les pattes postérieures, les valeursprde et post-obstacle distance sont
respectivement de 7,9 + 0,9 et 5,9 + 0,6 cm poyalée conduisant la manceuvre et de 3,5 £
0,6 et 10,1 + 1 cm pour l'autre patte. La lésiommadifie pas le positionnement des pattes ni

devant, ni derriere I'obstacle.
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Hauteur maximale des pattes et temps mis pour frarir I'obstacle

Avant lésion (tableau 2), la valeur de hauteur maé des pattes pour la patte antérieure
conduisant le mouvement est de 36,4 + 2,1 mm eB2J8 + 1,9 mm pour l'autre patte
antérieure. Ces mémes valeurs pour les pattesrigoses sont respectivement de 47,1 + 1,3
et 48,6 + 2,3 mm. Avant lésion, la valeur du temps pour franchir 'obstacle pour la patte
antérieure conduisant le mouvement est de 227 m$8&t de 179 £ 17 ms pour l'autre patte
antérieure. Ces mémes valeurs pour les pattesrigases sont respectivement de 188 + 17 et

175 + 13 ms. La lésion ne modifie aucun des pan&sétudiés.
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Figure 1: Effet de la lésion sur les parametres locomoteurseddurée et de
longueur. A) durée du cycle locomoteur, de la phase d’'appudie la phase d'oscillation, B)
longueur du cycle locomoteur. Les paramétres antrégsurés avant lésion (AL) et aux jours
1, 2 et 3 qui suivent la Iésion, pour les pattdgrgures ipsilatérales et controlatérales (PAl,
PAC) et pour les pattes postérieures ipsilatértientrolatérales (PPI, PPC) a la lésion. Les
valeurs sont représentées par la moyenne affeetéerdécart type.
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Figure 2: Effet de la lésion sur les valeurs des angles ani@ires des pattes
controlatérales a la lésion. Les courbes pleines et en pointillées correspondent
respectivement aux valeurs maximales et minimaéssahgles articulaires. Les paramétres
ont été mesurés durant les phases d’appui et tHaism, avant Iésion (AL) et aux jours 1, 2
et 3 qui suivent la lésion. Les valeurs sont regm&es par la moyenne affectée de son écart

type.
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Tableau 1: Coordination entre les pattes
AL 1 2 3

Couplage Homologue
PPDvs PPG  0.49+0.06 0.48+0.03 0.48+0.01 0.50+0.01
PAD vs PAG 0.49+0.01 0.50+0.00 0.50+£0.00 0.49+0.00
Couplage Homolatéral
PAGvs PPG  0.37+0.05 0.41+0.02 0.41+0.02 0.36%0.07
PAD vs PPD 0.36+0.05 0.38+0.03 0.38+0.09 0.38+0.07
Couplage Diagonal

PAGvs PPD  0.83+0.04 0.87+0.02 0.82+0.06 0.86+0.06
PAD vs PAG 0.81+£0.04 0.81+0.01 0.83+0.03 0.84+0.09

La lésion a été induite au niveau de I'hémisphéreitdia
coordination entre les pattes a été mesurée avsinhl€AL) et aux
jours 1, 2 et 3 qui suivent la lésion.

PPD=Patte Postérieure Droite, PPG= Patte PostériG@auche,
PAD= Patte Antérieure Droite, PAG= Patte AntérieGuche

A B
3 3
2 2
1 1
AL AL
8 6 -4 2 0 2 4 6 8 109 8 -7 6 5 -4 3 2 -1 0
Orientation de la téte (degrés) Inclinaison latérale du corps (degrés)

Figure 3: Effet de la Iésion sur l'orientation de & téte et du corps. A) position
horizontale de la téte par rapport au tronc, Blina¢son latérale du corps. Les valeurs
positives indiquent une déviation vers le cotélgéral et les valeurs négatives vers le coté
controlatéral a la lésion. Les barres vident reprtent les valeurs avant lésion et les pleines,
les valeurs apres Iésion (aux jours 1, 2 et 3).\asurs sont représentées par la moyenne
affectée de son écart type.
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Figure 4: Effet de la Iésion sur les paramétres ratifs a I'évitement de I'obstacle ;
Distance pré et post-obstaclelLes distances sont montrées lorsque la patte aotéri
controlatérale a la lésion conduit le franchissemnd I'obstacle 1). La patte antérieure
ipsilatérale a la lésion franchit I'obstacle en xieme (2), et ensuite suivent les pattes
postérieures contro et ipsilaterales (respectiverast 4). Les parametres ont été mesurés,
avant Iésion (AL) et aux jours 1, 2 et 3 qui suiManiésion. Les valeurs sont représentées par
la moyenne affectée de son écart type.
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Tableau 2.Hauteur maximale des pattes lors du
franchissement d’obstacle (mm)

PA conduit PA suit PP conduit PP suit

AL 36.4+2.1 32.3+1.9 47.1+1.3 48.6%+ 2.3
1 36.3+1.3 32.9+1.6 474+ 4.3 47.4+1.7
2 35.4+34 32.6+4.3 48.2+0.7 46.7£2.2
3 35.6+2.3 33.5+ 2.7 46.2+ 2.2 472+2.2

Temps mis pour franchir I'obstacle (ms)

PA conduit PA suit PP conduit PP suit

AL 227+ 38 179+ 17 188+ 17 175+ 13
1 259+ 62 191+13 191+ 13 183+ 9
2 233+ 32 188+ 25 191+ 22 188+ 25
3 215+ 30 177+ 29 197+ 13 180+ 15

La lésion a été induite au niveau de I'hémisphématdLes paramétres ci-
dessus ont été mesurés avant lésion (AL) et aus jbuP et 3 qui suivent la
Iésion. PA= Patte Antérieure , PP=Patte Postérieure
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5) Discussion

Nos résultats montrent que l'infarctus du cortexteup n’a aucun impact ni sur la
locomotion stéréotypée ni sur la performance acfiarun obstacle. Certes, on peut critiquer
dans notre étude le fait qu'elle n'inclut que stranimaux. Cependant, les parametres
locomoteurs obtenus avant lésion sont tout a fambparables a ceux de notre précédente
étude qui incluait sept animaux. Par ailleurs,diétype des valeurs obtenues apres Iésion est
faible. Pour ces raisons, bien que peu élevéotabne d’animaux semble suffisant pour
conclure. De plus, on peut rappeler ici que ledédis’intéressant au passage d'obstacles chez

le chat n’incluent souvent que deux a quatre ankmau

Il existe un certain nombre de travaux cliniguesisamrés a l'impact de I'AVC
(accident vasculaire cérébral) sur la fonction totrice dont I'étude fait appel a différents
outils. Parmi ceux-ci, on peut citer des échellesques simples, la vitesse de déplacement
sur dix metres, la distance parcourue en six minudes études électromyographiques, des
études biomécaniques incluant I'imagerie du mouwmerat les plate-formes de force. Les
résultats (Lamontagne et coll, 2007 pour revuegcesi@ent a montrer qu'apres un AVC, les
malades présentent une marche dont la vitessadience, la longueur du pas et I'excursion
des angles articulaires sont réduites. Les patiprésentent également une asymétrie des
variables temporellesspatiales, cinématiques et leur marche est assagiéun codt
métabolique et une énergie mécanique plus élevéelqQ@es études, toutes issues du méme
laboratoire, ont méme été consacrées a I'effeANME] sur I'aptitude des patients a franchir un
obstacle placé sur le sol. Said et coll (1999) meoritqu'environ 50% des patients touchent
l'obstacle ou nécessitent une aide extérieure franchir I'obstacle indépendamment de sa
hauteur (1, 4 ou 8 cm) ou de son épaisseur (1,8tam). Plus tard, les auteurs montrent, sans
toutefois différencier la jambe parétique, que ldusfranchissement de I'obstacle, le pied est
plus élevé et la distance post-obstacle moindre reemalades que chez les contrdles (Said
et coll, 2001). Plus récemment, les auteurs montreil existe une différence entre la jambe
qui conduit et celle qui suit la manoeuvre d'éviean(Said et coll, 2005). Plus précisément,
la jambe parétique est placée plus prés de I'dbstac'éleve moins haut lorsqu'elle conduit,
mais ces anomalies sont dues a la réduction diéelsse de marche qui caractérise I'AVC. En
fait, lorsque la vitesse est normalisée, la seiiférdnce observée entre patients et controles
est une réduction de la distance post-obstacle lgsudeux jambes, qu'elles conduisent ou

suivent le franchissement.
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Enfin, dans leur derniére étude, Said et coll 80fbnstatent que la position des
centres de masse et de pression est altérée cheatlents victimes d'un AVC et discutent
sans véritablement donner de réponse quant aiflerdes anomalies (troubles de I'équilibre
induits par la lésion ou compensation pour augndatestabilité ou les deux ?). Le plus
grand reproche concernant les études de la locomoliez les victimes d'un AVC est que les
patients inclus dans les cohortes sont trés différen termes de localisation et d’étendue de
la Iésion. Aussi, il est difficile de conclure das voies nerveuses impliquées dans le déficit et
la récupération de la locomotion apres un AVC. @utgout de méme citer Alexander et coll
(2009), qui montrent que le risque d'asymétrie e de la marche est plus élevé en cas
d'infarctus incluant le striatum postérolaterahsaque Dawes et coll (2008), qui révelent que
la performance a la marche (vitesse, endurancemnedres spatiotemporels) ainsi que la
réponse au reconditionnement (tapis roulant avetaig sont indépendantes de I'étendue de

la Iésion du tractus corticospinal.

L'utilisation des modeles animaux d’infarctus cégetlx, dont la localisation et
'étendue de [linfarctus peuvent étre documentészclchacun des animaux, est
particulierement adaptée a l'identification desegonerveuses impliquées dans le déficit et la
récupération de la fonction locomotrice observészcles patients victimes d’'un AVC. De
facon surprenante, la seule étude sur le sujet aedétisée chez le rat (Wang et coll, 2008).
Les auteurs montrent, a l'aide du Catwalk, quefdiictus du cortex pariétal (aire
somatosensitive) ne modifie ni la vitesse, ni lagleeur du pas, ni la durée des phases d’appui
et d'oscillation, mais qu’il induit en revanche uréduction de la pression exercée par les
pattes contralatérales a la lésion et de leur serfde contact avec le sol, ainsi qu’une
augmentation du temps passé en double appui. Daine étude, aucun des parametres
locomoteurs mesurés n'a été modifié par l'infarajus affecte le cortex moteur de I'un des
hémisphéres. Ces données suggerent

- soit que le cortex moteur n’est pas indispensabléadocomotion chez le rat,

gu’elle se réalise en présence ou en I'absencestiole.

- soit que certains neurones pyramidaux (cellules’atigine du faisceau

corticospinal) ont été épargnés par la lésion eargqmombre méme limité de

neurones corticospinaux suffit a une locomotiomrade.
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Nos résultats obtenus lors de la locomotion stgp&e sont en accord avec ceux
obtenus chez le chat (Drew et coll, 2002) et I'hn@niDawes et coll, 2008) montrant que le
faisceau corticospinal n’est pas nécessaire aclamotion sur terrain plat. En revanche, nos
résultats concernant la locomotion dirigée sorfedkhts de ceux rapportés chez le chat. En
effet, alors que le rat franchit correctement |&stacles, le chat heurte I'obstacle apres
aspiration du cortex moteur ou section du cordasalatéral, que I'obstacle soit ou non placé
sur un tapis roulant (Jiang et Drew, 1996 ; Dreweadt, 2002). Le heurt n’est pas du a une
élévation inappropriée de la patte mais a la dersdn de la cheville. Comment expliquer la
différence entre les deux especes ? Une premiessiljildé est a relier a la différence
anatomique existant entre le rat et le chat. Eeteffontrairement au chat qui est un
digitigrade et qui fléchit les doigts lors du pagsale I'obstacle, le rat est un plantigrade. En
faveur de cette hypothese, chez 'homme qui esplantigrade, la majorité des patients
hémiplégiques (plus de 80%) avec un infarctus calrgést capable de franchir un obstacle
fixé a un tapis roulant (Den Otter, 2005). De plagpres un AVC (toute localisation
confondue de la Iésion), la seule différence olisemntre malades et sujets contrbles, une
fois la vitesse normalisée, est une réduction dbsi@ance post-obstacle du pied (Said et coll,
2005). En seconde possibilité, la Iésion du conateur est d'origine ischémique chez le rat
alors qu'elle consiste en une aspiration localdéecortex moteur chez le chtans le
premier cas mais pas dans le second, des neuroriE®sgpinaux ont pu survivre a la lésion
et assurer le contrble de la musculature distale¢c &aide du faisceau corticospinal non
croisé. Une derniére possibilité est que cheztlerisceau rubrospinal a pu se substituer au

faisceau corticospinal comme précédemment suggérnégnnedy et coll (1990).

Le laboratoire a précédemment montré que la lédiocortex moteur induit un déficit
sensitif et moteur de fagon précoce mais transitéés animaux n'étant pas différents des rats
contrbles des la fin de la premiere semaine suiladuction de la lésion (Millerot-Serrurot
et coll, 2007). Sur le plan sensitif, les animaésels présentent une héminégligence cutanée et
une anomalie des réflexes proprioceptifs des patbesralatérales a la Iésion. Sur le plan
moteur, ils sont incapables de traverser normalenue@ poutre étroite et surélevée.
Différentes anomalies sont observées : I'animabuhe la poutre ou reste immobile sur la
poutre - la patte postérieure contralatérale &sah n'est pas utilisée pour le déplacement —
également présence de faux pas avec les pattat @varriere contralatérales a la Iésion.

Ces données suggeérent donc que la Iésion n'estcqrapatible avec une locomotion
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volontaire qui requiert un controle étroit de I'ditpue. Pourtant la présente étude montre que
ni les parametres locomoteurs mesurés lors d'umes&sur tapis roulant, ni la performance a
franchir un obstacle fixé a la piste du tapis raylajui pourtant requiert un contrdle de
I'équilibre, ne sont affectés par la lésion. Cesnd@s nous amenent a formuler deux
hypothéses ; la premiéere est que la stimulatiosigea induite par le déroulement du tapis
roulant ou encore le caractere imposé de la caunstapis roulant pourrait masquer le déficit
locomoteur. En accord avec cette hypothése, ibiest connu que la |ésion médullaire totale
est compatible avec la génération d’'une locomadida condition que I'animal soit placé sur
un tapis roulant (Rossignol et coll, 2002 ; Leblatdcoll, 2003). La seconde hypothése est
gue le déficit locomoteur est révélé par le testadpoutre mais pas par la locomotion avec

obstacle, car les voies qui contr6lent I'équilibamt plus sollicitées pour le test de la poutre.
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Dans notre étude, nous avons utilisé le systemeétgutronique VICON pour
guantifier les parameétres locomoteurs de chacuagaltes du rat lors d’une course sur tapis
roulant muni ou pas d'obstacle. Sur le plan teammiqiotre expérience révéle qu'une étape
délicate est le repérage des sites cutanés swrelsssgront posés les marqueurs. Cette étape
est réalisée chez I'animal anesthésié et toutautdepce s'impose pour que la peau se retrouve
effectivement tatouée en regard des reliefs osaetioulaires quand I'animal éveillé sera sur
ses quatre pattes. Par ailleurs, chez le rat coomez le chat ou la souris, le glissement de la
peau au niveau des articulations est une sourceul's lorsque les angles articulaires sont
calculés a partir de la position réelle du marguhugenou. Cependant, nous avons montré
gue, pour une patte donnée, la distance entre degumurs condyle supérieur et inférieur de
I'humérus et entre les marqueurs condyle inférikufhumérus et cheville n'‘évoluait pas de
facon notable pendant les cycles locomoteurs, gqueolirse soit ou non avec obstacles,
suggérant que le glissement de la peau ne posagasent de probleme dans l'interprétation
des résultats. Actuellement tres peu de laboratdiravaillent sur la cinématique de la
locomotion chez le rongeur, probablement parcel'quagerie du mouvement nécessite du
matériel colteux, une compétence ciblée de I'exmdriateur et consomme beaucoup de
temps. Une avancée technologique dans le domairat s#ailleurs la possibilité de
reconstruire le mouvement, non pas a partir de neang, mais a partir de la reconnaissance
des formes. Des expériences pilotes de notre lab@raconduites avec la société Eyenetics

suggerent que cela est tout a fait possible.

Notre travail est le premier a décrire la stragégiilisée par le rat pour franchir un
obstacle, une tache locomotrice qui nécessite wukfitation du pattern locomoteur de base,
un bon placement des pattes devant I'obstacle auegites ne le franchissent, une élévation
adéequate de leur l'extrémité distale et leur bgos#ionnement apres le franchissement.
Dans notre étude, la hauteur de I'obstacle ax#é s 3 cm, une hauteur importante au regard
de la longueur des pattes (environ 7 cm) et laelargle I'obstacle a 1,2 cm. Avec une telle
hauteur d'obstacle, nous montrons que I'élévatasnceintures contribue de fagon majeure a
I'élévation de l'extrémité distale des pattes assdle de l'obstacle. Il serait intéressant
d'évaluer dans quelle mesure une telle contribudesceintures persiste lorsque l'obstacle est
moins haut. Par ailleurs, nous avons choisi de fie® obstacles a la piste d'un tapis roulant.
L'intérét est triple : le premier est que le volud'enregistrement est restreint car le rat ne se
déplace pas. Le second est que la fréquence des dgcomoteurs est imposée par la vitesse

du tapis et de ce fait, reproductible d'un animidudtre. Le troisieme intérét est que la course
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imposée sur tapis roulant limite les possibilitésrat a retirer les marqueurs avec ses dents.
Cependant, l'utilisation du tapis présente degsrniménients : a) un certain nombre de rats (20
a 30%) est incapable d’effectuer une course réguber le tapis méme aprés une certaine
période d’'habituation, b) le mouvement du tapis peprésenter un stimulus tactile capable
de contrecarrer les effets propres de la lésion'attivité locomotrice, ¢) la course n'est pas
volontaire mais imposée a l'animal. Nous pensorig st possible d'étudier le passage
d'obstacle lors d'un déplacement volontaire denfiah Les obstacles pourraient étre placés
sur une planche surélevée dont l'une des extréraéémt dotée d'une boite sombre afin
d'inciter le déplacement de l'animal. On peut erciici que la traversée d'une échelle
horizontale est le paradigme expérimental le pltissé pour évaluer les déficits de la
locomotion dirigée chez le rat. Cependant, ce typeaéache, a I'opposé du franchissement
d'obstacles, n'est pas utilisé en clinique. De,plus de la traversée de I'échelle, I'animal
garde une progression par bipedes diagonaux ave€ guccessif de l'antérieur puis du
postérieur, ce qui n'est pas le cas lors du pasdapstacle qui est associé au passage de
chacune des pattes antérieures puis chacune des pastérieures, les pattes conduisant la
manoeuvre appartenant au méme hémicorps. Aussiodiele de passage d'obstacles semble
particulierement adapté a I'étude des neurones BurAux et des connections
proprioceptives qui assurent la coordination elgsedeux cotés de la moelle épiniere et entre
les pattes antérieures et postérieures.

Notre travail fournit également pour la premiémsfune étude détaillée de la
locomotion apres une lésion du systeme nerveuxralechez le rat. En effet, les études
disponibles ont toutes été réalisées chez le ehdihn excepte une étude récente conduite
chez la souris avec une Iésion de la moelle é@r{i@ourtine et coll, 2008). Un point original
de notre travail est qu'il a exploré I'effet desidés sur la locomotion stéréotypée d'une part et
sur le franchissement d'obstacles d'autre partot@motion a d'abord été étudiée avant et
apres lésion unilatérale du striatum (administratarale de malonate, une neurotoxine). Les
résultats montrent que la lésion striatale conduih déficit des deux formes de locomotion.
De facon importante, le déficit est d'emblée makietde maintient au méme niveau pendant
les deux mois post-lésion. Ces données démontilairteroent que les voies nerveuses
épargnées par la lésion ne peuvent pas compensarsete |€sion striatale. Dit autrement,
l'intégrité du striatum est nécessaire a la fomctoomotrice car tout se passe comme si les
neurones striataux contenaient des programmes lteoms spécifiques. Le fait que le déficit

locomoteur ne s'améliore pas apres lésion totalestdatum laisse présager l|'absence
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d'efficacité des thérapeutiques ayant pour ciblpldaticité neuronale. En accord avec cette
idée, chez les rats hémi parkinsoniens, ni la pedoce a traverser une échelle horizontale ni
'asymétrie de la marche détectée par une platedanr’a été améliorée par une rééducation
consistant en une course sur tapis roulant de 4@ pendant trente jours (Poulton et Muir,
2005). Il est prévu d'étudier au laboratoire I'effene Iésion partielle du striatum sur les deux
formes de locomotion. Si une régression spontanédéficit était observée, cela signifierait
gue les neurones striataux survivants peuventagagiser sur le plan fonctionnel, et qu'une
rééducation précoce ou une stratégie pharmacolegitjimulant la neuroplasticité pourrait
retarder le déficit locomoteur associé a un dydfonoement du striatum. La locomotion a
ensuite été étudiée avant et aprés lésion du conabeur (occlusion locale des micro
vaisseaux). Les résultats montrent que les deume®me locomotion (avant et sans obstacle)
sont réalisées sans aucune anomalie des le lendépnamier jour d'analyse) de l'induction
de la lésion, du moins chez les trois rats inclaasdl'étude. Le laboratoire envisage de
compléter I'étude: augmenter le nombre d'animarotopger I'enregistrement apres induction
de la Iésion, réaliser une étude histologique Hiétanfin d'évaluer la survie éventuelle de
certains neurones pyramidaux. En effet, on ne pasitexclure qu'un nombre méme limité de
fibres corticospinales intactes suffise a préseladonction locomotrice. En faveur de cette
hypothése, la locomotion comme la déglutition et réspiration sont des fonctions
indispensables a la survie des animaux et a om #fies doivent se maintenir en dépit

d'atteintes méme séveres du cerveau.

Quoiqu'il en soit du résultat de nos futures éudie démonstration que l'effet de la
Iésion du cerveau sur la locomotion est du tosidle striatale) ou rien (Iésion corticale) nous
a décue. Ce résultat remet en cause notre hypotleseépart, selon laquelle I'étude de la
locomotion sur tapis roulant par imagerie du mousemreprésente un paradigme
expérimental approprié pour quantifier le défigihsorimoteur induit par la Iésion corticale. Il
suggere également que le déficit induit par leolégiompléte du striatum, qui ne s’améliore
pas de facon spontanée avec le temps, sera ingeadd thérapeutique. Cette déception est
heureusement amoindrie par notre satisfaction o'awis au point au laboratoire un modeéle
de locomotion dirigée chez le rat (passage d'olegtgai offre I'opportunité de décortiquer les

voies nerveuses impliquées dans la modificationntalire du pattern locomoteur de base.
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Titre : Locomotion et franchissements d’obstacles @es Iésion cérébrale. Etude

cinématique chez le rat
Résumé

Les tests couramment utilisés pour évaluer le défensori-moteur induit par une Iésion du cerveau
chez le rat posent problémes en termes de set&ililobjectivité et de quantification. Nous avons
émis I'hypothése selon laquelle l'analyse 3D decitgématique de la locomotion constitue un
paradigme expérimental approprié pour quantifietalialéficit. Aussi, la locomotion a été étudiérslo
d'une course sur tapis roulant (25 cm/s) muni audi@bstacles (deux obstacles de 3cm de haut et 1,2
cm de large) a l'aide du systeme optoélectronigli@ON. Le mouvement des quatre pattes a été
simultanément enregistré avant et aprés inductionedlésion unilatérale soit du striatum (mort
d'origine métabolique des neurones striataux)daoitortex cérébral (infarctus du cortex moteugzch

le rat adulte. Le laboratoire a précédemment mamte ces deux modeéles de Iésion conduisaient a
une anomalie plus ou moins durable de la traverdé@ee poutre étroite et surélevée, test
classiquement utilisé pour évaluer la locomotionratuLa premiére étude décrit pour la premiers foi
la stratégie utilisée par le rat pour franchir tistacle. Elle révele que le franchissement s'acagnmp
d'une rupture compléete du pattern locomoteur de ledsque I'élévation des ceintures contribue de
facon notable au passage de chacune des pattdesaus de l'obstacle. La seconde étude montre que
la Iésion du striatum s'accompagne d'un déficibmeateur durable lors des deux modalités de course,
'anomalie portant sélectivement sur les pattesralatérales a la Iésion. Plus précisément, cdegat
présentent une flexion exagérée pendant la phappud'dont la durée est augmentée. Par ailleurs,
lorsque que la patte antérieure opposée a la Iésioduit la manceuvre de franchissement, elle prend
fréquemment appui sur l'obstacle suite a une figtiatrop précoce de son élévation. Dans ce cas, la
patte postérieure homolatérale franchit ou nonectement I'obstacle. L’ensemble de ces résultats
suggere limplication du striatum dans la prograramades mouvements guidés par la vue. La
derniére expérience montre qu'aucune des modalg@ésocomotion n'est affectée par la Iésion
corticale, suggérant que le faisceau corticospimest indispensable ni a la locomotion ni & son
adaptation a I'environnement. En conclusion, ntotreail montre que nos modalités d'enregistrement
de la locomotion sont appropriées pour quantifeerdéficit fonctionnel induit par une lésion du
striatum, mais pas celui induit par une lésion duaex moteur. Il serait intéressant de répéter les
expériences lors d'une course volontaire, de maies'affranchir de la stimulation sensitive géméré
par le déroulement du tapis sous les pattes etdi&t la réversibilité du déficit en cas de Iésion

partielle du striatum.
Mots clés

Locomotion, Cinématique, Lésion cérébrale, rat, pasage d’obstacle



