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• DCC (deleted in colorectal cancer)

• Récepteur de la netrin-1

• Impliqué dans l’attraction et le guidage axonal à travers la ligne médiane

• Souris DCC Kanga: mouvements miroirs dus à un déficit de décussation du 
faisceau cortico-spinal et une absence de corps calleux (Finger et al., 2002)



• Cartographie génétique � liaison à un seul locus sur le chromosome 15

• Analyse de l’exome � Identification d’une mutation non-sens dans RAD51

• Identification d’une autre mutation tronquante dans une 2e famille

���� RAD51 : 2e gène responsable de MM

Am J Hum Genet 2012, in press



*Réparation de l’ADN par 
recombinaison homologue 

*Rôle cytoplasmique peu étudié: maintenance du génome 
mitochondrial ? (Sage et al., 2009)

*Exprimé dans la zone ventriculaire au cours du 
développement cortical (Ajioka et al., 2006)

Nouveau rôle de RAD51 dans le développement du       
SNC ?                     



Etude et comparaison de la contribution de RAD51 et DCC dans 
la genèse des MM 

1.Rechercher des mutations de RAD51 et DCC chez des cas  
sporadiques et familiaux

2.Préciser l’expression de RAD51 et DCC au cours du  
développement du SNC chez la souris



23 5 87 1412 10 11 12

� Amplification à partir de l’ADN génomique

� Séquençage (Sanger)

• Patients : 11 cas sporadiques et 2 cas index de MM familiaux

• Méthodes

1 2 3 3 4 5 6 7 7 8 9 10

1 2 3 6 89 10 11

RAD51

DCC
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c.527 A>G
p.Asn176Ser

c.1409 G>A
p.Gly470Asp

c.2000 G>A
p.Arg667His

c.2407 G>A
p.Gly803Arg

c.2871_2875dup
p.Pro960GlyFsX8

Variants absents d’une population témoin (sauf c.1409G>A et c.527A>G) et prédits comme délétères



1 2 3 3 4 5 6 7 7 8 9 10

c.140 A>G
p.His47Arg

c.778-5 A>G

� Absent d’une 
population témoin

� Prédit comme délétère

� Absent d’une population témoin

� Modifie l’épissage ?



1. PCR quantitative (qPCR):

�Prélèvements de 9 tissus à 8 stades développementaux

� Extraction d’ARN

� Transcription inverse

� QPCR 

2. Immunohistochimie







Sections sagittales de 
néocortex de souris à

E12 



Sections coronales 
corticales de souris à

P0



Section coronale de souris à P2 au 
niveau de la décussation

Microscope confocal 
x63



Double marquage anti-CytC 
(mitochondries, vert) et
anti-RAD51 (rouge) au niveau
de la décussation: 
pas de co-localisation.



• Identification de 6 variants chez 5 patients: mutations pathogènes 
ou polymorphismes rares ?

� Arguments en faveur de la pathogénicité des faux-sens

� Mais 2 variants retrouvés chez des témoins

• Cas familiaux versus sporadiques
� Cas familiaux: mutations non-sens (2 pour RAD51, 4 pour DCC)

� Cas sporadiques: variants faux-sens (5/6)

� Pénétrance plus faible associée aux variants faux-sens ? 

� Facteurs de susceptibilité ?

• Existence de réarrangements ou d’un 3e gène ?



*RAD51 est bien exprimé dans le SNC en développement

*Expression différente de celle de DCC

Hypothèses sur la fonction de RAD51

1.Apoptose excessive lors de la corticogenèse précoce ?
� Localisation nucléaire à E12

� Souris Xrcc2 -/- (Deans et al., 2000)

2.Fonction dans le guidage axonal ?
� Localisation cytoplasmique cortex + FCS à P0/P2

� Rôle de RAD51 dans le remodelage de l’actine, impliquée dans la 
migration axonale (Orre et al., 2006)



Pour progresser dans la caractérisation du rôle de RAD51:

➔ Modèles murins:

� RAD51 -/- létal à un stade embryonnaire précoce (Lim et al., 1996)

� Souris RAD51 +/-: phénotype ? Morphologie ?

� Souris Cre-lox avec délétion de RAD51 dans le cortex
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1.En amont de M1 , rôle des cortex 
prémoteur et cingulaire pour limiter la 
sortie motrice au M1V

2. Inhibition  active de la sortie  motrice de 
M1M par l’IHI  de M1V vers M1M 
(L’IHI de M1M vers M1V se transforme en 
une facilitation )

“Mouvement en miroir physiologique “
Fatigue, diminution de l’attention, âge, main 
non dominante, tâche complexe. 
Dépendraient de l’activation de M1M

M volontaire

Main G

M1 VM1M

(MM)

dPMC

Cortex cingulaire 



1) Persistance anormale 
du faisceau corticospinal 

ipsilatéral

2) Défaut d’inhibition 
transcalleuse entre les 2 

cortex moteurs 

M volontaire

M1 V M1M

MM

M1 V M1M

M volontaireMM



a: sujet normal; b: sujet avec MM congénitaux isolés

3) Trouble de la planification motrice (non publié)



PEM ipsilatéraux 

FDI droit

FDI 
gauche

FDI droit

FDI 
gauche  

Stim TMS cortex gauche 

Temps après la stimulation (ms) 

Sujet sain 

Patient MM



TMS double choc mesure de l’inhibition 
interhémisphérique (IHI)

IHI 
ISI 10 ms  SIHI

ISI 50 ms LIHI 

TS 1.2 rMT

CS  1.2 rMT 

Ferbert et al 1992

SIHI : partie postérieure et isthme du corps 

calleux, organisation somatotopique

Wahl et al 2007, Zarei et al 2006

M1hand

M1face

PMd 

Controlateral M1

LIHI

M1 hand

M1 face

PMd

S1

DLPF

Ipsi M1 

Contro

Lateral

M1

Diminue avec le mvt

Peu modifiée par le mvt 
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Familles avec mouvements miroirFamilles avec mouvements miroir

Famille italienne

Famille allemande

Famille française



Analyse de DCC dans les 3 famillesAnalyse de DCC dans les 3 familles

Famille italienne

c.3835_3836del/p.Leu1279ProfsX24

Patient

Control

Mutation dans l’exon 26 de DCC

Depienne et al., neurology, 2011

Absence de mutation 
ponctuelle



Genome-wide linkageGenome-wide linkage

Locus

Exome sequencingExome sequencing

Gene



Un seul locus positif 
sur le chromosome 15



RRéégion candidate du chromosome 15 gion candidate du chromosome 15 

SEMA6DTYRO3DLL4RAD51 TP53BP1 B2MMEIS2 SPRED1 THBS1

D15S102 D15S221 D15S119 D15S982

exclu Non exclu excluNon exclu

2 gènes
16 

gènes
205 gènes

14 Mb

Exome sequencing 



Famille française

Exon 8
c.760C>T/ p.Arg254X

Famille allemande

Exon 9
c.855dup/ p.Pro286ThrfsX37

Identification de mutations dans le gIdentification de mutations dans le gèène ne 
RAD51 RAD51 par spar sééquenquenççage Sangerage Sanger

54

91

Ctrl

1

2

Ctrl



Recherche du gRecherche du gèène par transcriptomene par transcriptome



Analyse des mRNA de lymphoblastesAnalyse des mRNA de lymphoblastes

+ emetin

- emetin
Contrôle
Non muté

+ emetin

- emetin

Patient

p.Arg254X
(Exon 8)famille franfamille franççaiseaise



Liaison au chromosome 15Liaison au chromosome 15



RRéégion candidate du chromosome 15 gion candidate du chromosome 15 

SEMA6DTYRO3DLL4RAD51 TP53BP1 B2MMEIS2 SPRED1 THBS1

D15S102 D15S221 D15S119 D15S982

exclu Non exclu excluNon exclu

2 gènes
16 

gènes
205 gènes

14 Mb

Exome sequencing 



*c.140A>G (pHis47Arg): domaine de réparation de l’ADN 
(juste avant le domaine HhH 48-77)

*C.527A>G (pAsn176Ser): domaine Ig-like

*c.1409G>A (pGly470Asp): domaine fibronectin III n°1

*c.2000 G>A (pArg667His): domaine fibronectin III n°3

*c.2407 G>A (pGly803Asp): domaine fibronectin III n°4 (liaison 
netrin)

*726-939: domaines fibronectin III n°4 et 5: liaison netrin



Tissue-specific
Transgenic expression of

Cre recombinase

modified = "wild type"

or floxed allele

loxP
gene of interest

Conditional mutagenesis
using the Cre/loxP system

wild type

Tissue-specific mutant

Cre recombinase


