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« Entre le possible et le souhaitable se dessine la frontiére entre la
biologie et I’éthique. Nous avons acquis, un jour, par hasard, au détour des
avatars du vivant dans le corps de nos ancétres, le pouvoir d’influer, en tant
qu’individus, sur le cours « naturel » des choses. Le pouvoir d’imaginer, et
de comprendre le monde - de le modifier a mesure que nous le comprenons
et de le comprendre et de 'imaginer a mesure que nous le modifions. C’est
un pouvoir merveilleux et terrible. Il nous a donné I'extraordinaire capacité
de nous libérer, pour partie, des regles du jeu de la matiére du vivant qui
nous ont fait naitre, apres plusieurs milliards d’années. Mais ce pouvoir
inoui nous impose aussi sans doute, en retour, un devoir. Si nous sommes
les enfants d’une évolution aveugle qui nous a donné naissance sans nous
« prévoir » ni nous « anticiper », nous avons nous-mémes acquis un jour
le pouvoir de prévoir. D’imaginer a I'avance les conséquences possibles de
nos actes au-dela de la durée de notre existence. D’inventer les régles du jeu
que nous acceptons de jouer. Indissociable de notre capacité de comprendre
et de changer le cours du vivant, se dessine une autre aventure, celle de nos
choix, de nos codes de conduite, le devoir de nous penser responsables de
nos actes. La pratique exigeante et difficile que nous appelons I'éthique. »

- Jean-Claude Ameisen, La sculpture du vivant :

le suicide cellulaire ou la mort créatrice
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INTRODUCTION

Le géne DMD, codant pour la dystrophine, est'un des plus longs du génome humain. Il est
exprimé dans de nombreux tissus. La dystrophine y joue un réle structurel et fonctionnel
fondamental. Chez 'Homme, lorsqu’'une mutation de ce gene conduit a la production
d’'une protéine tronquée non fonctionnelle, survient la dystrophie musculaire de
Duchenne. Au niveau mondial, il s’agit de la dystrophie musculaire la plus fréquente avec
une incidence estimée a 1 cas pour 3500 naissances de garcons (Emery, 1991). Elle est
tres handicapante et réduit considérablement la durée de vie. Les progres thérapeutiques
ont permis de doubler I'espérance de vie pour atteindre 30 a 40 ans (Kieny et al,, 2013).

Bien que les troubles les plus importants soient d’ordre musculaire, il est
aujourd’hui admis qu’'une mutation du géne codant pour la dystrophine induise des
troubles cognitifs. La compréhension des conséquences neurocomportementales et
psychosociales semble aujourd’hui fondamentale. Ces troubles ont un impact majeur sur
la qualité de vie des patients et de leur entourage. En particulier, les déficits cognitifs et
leurs conséquences sur les performances académiques de ces enfants - vivant déja dans
des conditions physiques difficiles — peuvent avoir un effet négatif sur leur qualité de vie
(Snow et al., 2013a). De plus, le fonctionnement neurocomportemental et psychosocial de
ces patients peut avoir un impact sur la compréhension et I'observance des traitements.
Par exemple, les anti-inflammatoires stéroidiens sont aujourd’hui le traitement de
référence pour retarder la progression de la maladie. Or la principale raison de sa
mauvaise observance ou de son arrét est la présence d’effets secondaires importants sur
I’humeur et le comportement. Ainsi, comprendre les conséquences de la maladie
permettrait d’aider a distinguer les problemes comportementaux et émotionnels liés a la
maladie de ceux induits par les anti-inflammatoires stéroidiens ; et ainsi aider a leur
bonne observance (Poysky, 2007).

A I'heure actuelle, seul le modele murin mdx a été étudié sur le plan neurocognitif.
Cependant il ne présente que de faibles altérations musculaires et locomotrices,
contrairement aux patients myopathes et au modele canin Golden Retriever. Il semble
ainsi essentiel d’étudier ce dernier afin de mieux comprendre |'atteinte neurocognitive
secondaire a la mutation.

Le but de cette these est ainsi de décrire la comorbidité neurocognitive liée a la perte
de lI'isoforme de 427 kilodaltons de la dystrophine chez le Golden Retriever. Il sera discuté
de la faisabilité de tests éthologiques en lien avec les difficultés motrices de ces chiens.
L’objectif a terme est d’inclure I’évaluation neurocognitive dans les essais thérapeutiques
et d’améliorer les conditions de vie de ces animaux en tenant compte des éventuelles
altérations cognitives qui seront identifiées.
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I.

Etude moléculaire

A. Du gene aux protéines

L Geéne de la dystrophine

La dystrophine est une protéine codée par le géne DMD porté par le chromosome X sur le
locus Xp21. C’est un des plus longs genes du génome humain. Il mesure environ 2,5
millions de paires de bases et est constitué de 79 exons. Les introns comptent pour 99 %
du gene (Blake et al., 2002).

2. Transcription et épissage

La séquence comprend huit promoteurs (Figure 1). Les quatre premiers sont régulés
indépendamment et sont situés dans le premier exon. On les nomme L (Lymphocyte),
B (Brain), M (Muscle) et P (Purkinje cells). lls codent les isoformes full-length longues de
427 kDa (Dp427). On suppose que ces quatre isoformes ont un fonctionnement analogue
car elles ne different que de quelques acides aminés. Les quatre autres promoteurs sont
internes au gene. IlIs sont a l'origine d’acides ribonucléiques messagers (ARNm) plus
courts, codant pour des isoformes tronquées en partie C-terminale: R (Retinal), B3
(Brain-3), S (Schwann cells) et G (General), codant respectivement les isoformes de 260
kDa (Dp260), 140 kDa (Dp140), 116 kDa (Dp116) et 71 kDa (Dp71) (Blake et al., 2002).
Une isoforme de 40 kDa a été mise en évidence chez le rat (Tinsley et al, 1993). Elle
proviendrait du méme promoteur que la Dp71, et partagerait donc une séquence en partie
N-terminale identique. En revanche, cette isoforme differe par sa séquence C-terminale
provenant d’un arrét au niveau de I’exon 70 au lieu de I'exon 79 (Tozawa et al., 2012).

Figure 1 - Organisation du géne de la dystrophine (d'apreés Blake et al., 2002 ; Waite et al., 2012). Les
fleches indiquent le sens de lecture du gene 5’ — 3'.

Dp427(L)
Dp427(B)
Dp427(M) Dp260 (R) Dp140 (B3) Dp116 (S G
"' D427 (P) p260 (R) Dp140 (B3) Dp116(S) Dp71/Dp40(G)
[ ] 1 1 1 1
exon 2 30/ 44 | 56 | 63 [
0 500 1000 1500 2000 2500kb

Un épissage alternatif en région 3’ de 'ARN messager génererait un plus grand
nombre d’isoformes (Feener et al, 1989). Il permettrait de réguler le site d’attachement
de la dystrophine aux protéines membranaires (Blake et al, 2002). Par exemple il a été
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montré que I'épissage alternatif de la Dp71 serait responsable d’'une modulation de sa
localisation subcellulaire dans les différentes lignées cellulaires (Marquez et al., 2003).

Le passage du gene de la dystrophine a la protéine finale est donc un phénomene
complexe, permettant d’obtenir un grand nombre d’isoformes exprimées dans des types
cellulaires et tissulaires variés. Cela illustre I'importance de ce gene dans l'organisme et
laisse supposer de multiples fonctions.

3. Organisation de la protéine

a. Structure générale

La Dp427 est une protéine du cytosquelette divisée en quatre parties (Figure 2 ; Koenig
etal, 1988):

1) Le domaine N-terminal ne varie que de quelques acides aminés selon les isoformes,
en lien avec la position du promoteur sur le premier exon. Il contient au moins trois
sites de liaison a l'actine (Rybakova et al., 1996). Il comprend également deux sites
d’interaction avec la calmoduline (Bonet-Kerrache et al, 1994 ; Jarrett et Foster,
1995) ;

2) Le domaine central en batonnets (ROD) est composé de 24 unités de triples hélices
a répétées semblables a celles présentes dans la 3-spectrine et I'a-actinine. Ces unités
sont interrompues en quatre endroits par des régions riches en proline, donnant a la
protéine une structure flexible (Koenig et Kunkel, 1990). Le domaine ROD contient
notamment le site de liaison avec I’oxyde nitrique synthase neuronale (neuronal Nitric
Oxide Synthase, nNOS) (Zhao et al.,, 2016) ;

3) Le domaine riche en cystéines posséde deux sites de liaison au calcium, un site de
liaison au zinc et un site de liaison a la protéine transmembranaire [3-dystroglycane
(Koenig et al., 1988 ; Ponting et al., 1996) ;

4) Le domaine C-terminal posséde un site de liaison a la syntrophine et un site de
liaison au complexe dystrophine-glycoprotéines (Dystrophin-Glycoproteins Complex,
DGC) (Sadoulet-Puccio et al., 1997 ; Waite et al., 2012).

Il existe une grande homologie de structure protéique entre les especes (humain,
poule, chien, porc, etc.) particulierement en région C-terminale, suggérant un réle
essentiel de cette région dans les différentes fonctions cellulaires (Lemaire et al., 1988 ;
Mehler, 2000).
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Figure 2 - Organisation des isoformes de 427 kDa de la dystrophine (d'apres Blake et al, 2002). La
dystrophine est organisée en quatre domaines : NHz-terminal (N-TER) ; central (ROD) ; riche en cystéines
(CYS) ; et COOH-terminal (C-TER). Les régions riches en proline au sein du domaine ROD sont numérotées
de 1 a 4. La dystrophine posséde des sites de liaison a 'actine, au $-dystroglycane (DG), aux syntrophines
(SYN) et au complexe dystrophine-glycoprotéines (DGC).

DOMAINE DOMAINE DOMAINE DOMAINE
N-TER ROD CYS C-TER
ovstrorane (K LUUUUUUUCUUUUUUUEUUUUFOR
Sites de { Actine D6 o
liaison DGC
b. Spécificité de structure des isoformes tronquées

Les promoteurs internes du gene codant pour la dystrophine (R, B3, S et G) sont al’'origine
de séquences tronquées en partie 5°. Il en résulte des isoformes tronquées en partie N-
terminale avec le plus souvent un premier exon spécifique (Figure 3) :

1) La Dp260, dont la transcription débute a I'exon 30, possede 13 acides aminés
spécifiques dans sa partie N-terminale ;

2) La Dp140, dont la transcription débute a 'exon 45, présente une partie N-terminale
confondue avec le domaine central. C’est la seule isoforme ne présentant pas d’acides
aminés spécifiques par rapport a la Dp427 ;

3) La Dp116, dont la transcription débute a I'exon 56, possede 15 acides aminés
spécifiques en partie N-terminale ;

4) LaDp71, dontlatranscription débute a I'exon 63, ne posséde pas de domaine central.
Sa partie N-terminale est constituée de sept acides aminés spécifiques et constitue un
site de liaison a I'actine (Howard et al., 1998) ;

5) La Dp40 ne possede ni le domaine central, ni le domaine C-terminal des autres
isoformes. Ceci a pour conséquence l'inefficacité des anticorps généralement utilisés
pour marquer les autres isoformes car ils sont pour la plupart spécifiques de la partie
C-terminale. En revanche, sa partie N-terminale est identique a celle de la Dp71
(Tozawaetal., 2012).

Les domaines riches en cystéines et C-terminal sont conservés dans les isoformes
tronquées de la dystrophine, hors Dp40 (Blake et al., 2002).
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Figure 3 - Organisation des isoformes de la dystrophine (d'apreés Blake et al., 2002 ; Tozawa et al,
2012). Les isoformes tronquées de la dystrophine possédent pour la plupart une partie N-terminale (N-
TER) spécifique. Seules les Dp71 et Dp40 ne possédent pas de domaine central (ROD). Seule la Dp40 ne
posséde pas le domaine C-terminal (C-TER). En revanche, toutes les isoformes tronquées possédent le
domaine riche en cystéines (CYS).

| N-TERspecifique

) N-TER
0 } oD Of) cvs
] [ ] cTEr

4. Localisation des différentes isoformes

a. Dans le systéme nerveux central

Sept des huit promoteurs du gene codant la dystrophine sont actifs dans le systeme
nerveux central (SNC). L’activité des promoteurs varie en fonction du type cellulaire, des
tissus et du stade de développement de l'individu (Tableau 1) : (1) le promoteur B est actif
dans les neurones pyramidaux du cortex cérébral et dans les aires 1 a 3 de la corne
d’Ammon (CA1 a CA3) dans I'hippocampe ; (2) le promoteur M est actif dans les cellules
gliales et les cellules vasculaires endothéliales ; (3) le promoteur P est actif dans les
cellules de Purkinje du cervelet et le cortex cérébral feetal ; (4) le promoteur R est actif
dans les couches nucléaires interne (corps des cellules bipolaires, horizontales et
amacrines) et externe (corps cellulaires des photorécepteurs et des cellules de Miiller) de
la rétine; (5) le promoteur B3 est actif dans les astrocytes du neuropile au cours du
développement, dans le cortex cérébral, dans le cervelet, a la surface des méninges et au
niveau des vaisseaux sanguins pénétrants de la neurohypophyse et du nerf olfactif ; (6) le
promoteur S est actif dans le diencéphale durant la vie feetale et néonatale ; enfin (7) le
promoteur G est actif dans les cellules souches embryonnaires, les zones d’'interaction
entre mésenchyme et épithélium, le mésencéphale et le rhombencéphale embryonnaires,
I'encéphale périnatal et surtout le prosencéphale de I'état embryonnaire précoce a
'adulte, spécifiquement dans le cortex cérébral, les neurones granulaires dans le gyrus
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denté de I'hippocampe, le bulbe olfactif, 'hypophyse, la membrane limitante interne de la
rétine, la glie du cortex et du cervelet, les régions néocorticales présentant une
neurogenese continue et une plasticité synaptique (Doorenweerd et al., 2017 ; D’Souza et
al, 1995 ; Lumeng et al.,, 1999 ; Mehler, 2000 ; Tadayoni et al., 2012 ; Tinsley et al., 1993 ;
Tozawa et al,, 2012 ; Wersinger et al., 2011).

Tableau 1 - Expression des différentes isoformes de dystrophine dans le systéme nerveux central
en fonction des promoteurs du géne au cours des différents stades de la vie de l'individu
(Doorenweerd etal., 2017 ; D’Souza et al, 1995 ; Lumeng et al., 1999 ; Mehler, 2000 ; Tadayoni et al,
2012 ; Tinsley et al., 1993 ; Tozawa et al., 2012 ; Wersinger et al., 2011).

Promoteur Isoforme Localisation de I'’expression de l'isoforme
B Dp427  Neurones pyramidaux dans le cortex cérébralet les aires
CA1 a CA3 (hippocampe)
M Dp427  Cellules gliales ; cellules vasculaires endothéliales
P Dp427  Développement : cellules de Purkinje (cervelet) ; cortex cérébral feetal

Adulte : cellules de Purkinje (cervelet)

R Dp260  Couches nucléaires interne et externe de la rétine

B3 Dp140  Développement : astrocytes du neuropile
Adulte : cortex cérébral ; cervelet; surface des méninges ; vaisseaux sanguins
pénétrants de la neurohypophyse et du nerf olfactif

S Dpl116  Développement : diencéphale durant la vie fcetale et néonatale

G Dp71 Développement : cellules souches embryonnaires; partie ventrale du tube
neural ; mésencéphale et rhombencéphale embryonnaires ; encéphale périnatal
Adulte : cortex cérébral ; neurones granulaires du gyrus denté (hippocampe) ;
bulbe olfactif ; hypophyse ; régions du néocortex associées a la neurogenese et la
plasticité synaptique; cellules gliales du cortex et du cervelet; membrane
limitante interne de la rétine

G Dp40 Développement : encéphale
Adulte : hippocampe

Les isoformes Dp427 seraient également exprimées dans les neurones pyramidaux
de 'amygdale cérébrale, dans la couche nucléaire externe de la rétine (en particulier dans
le corps cellulaire des batonnets), dans la couche plexiforme externe de la rétine (au
niveau de la membrane postsynaptique des cellules bipolaires dans les synapses avec les
photorécepteurs) et dans la couche nucléaire interne de la rétine (au niveau des dendrites
des cellules bipolaires ON liés aux cones et dans les cellules amacrines), bien qu’on ne
connaisse pas les promoteurs spécifiquement impliqués (Sekiguchi et al, 2009 ;
Wersinger et al., 2011). Au niveau subcellulaire, la Dp427 issue du promoteur B est
présente dans les microdomaines somadendritiques (Mehler, 2000).

La Dp71 serait présente dans les vésicules synaptiques, les microsomes et les
mitochondries (Mehler, 2000).
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L’isoforme Dp40 est également traduite a partir du promoteur G. Elle a initialement
été mise en évidence au cours du développement cérébral et dans I'hippocampe du rat
par northern blot et amplification en chalne par polymérase apres transcription inverse
(Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction, RT-PCR), puis par western blot dans
I'hippocampe de souris adultes. Des techniques d’immunoprécipitation et
d'immunofluorescence ont permis de montrer une colocalisation de cette isoforme avec
les vésicules présynaptiques dans I'’hippocampe de souris adultes. En revanche on ne
connait pas encore sa répartition exacte car le développement d’anticorps permettant de
la marquer n’est que récent (Tinsley et al,, 1993 ; Tozawa et al., 2012).

b. Dans les autres organes

La dystrophine est exprimée dans de nombreux organes. Les promoteurs B et M, codant
pour la Dp427, sont actifs dans les muscles striés et le muscle cardiaque. Le promoteur R,
codant pour la Dp260, est actif dans le muscle cardiaque. Le promoteur B3, codant pour
la Dp140, est actif dans le rein durant son développement et a 'age adulte. Le promoteur
S, codant pour la Dp116, est actif dans le développement des nerfs périphériques et dans
les cellules de Schwann. Enfin le promoteur G, codant pour la Dp71 et la Dp40, est actif
dans le foie, I'épithélium rénal, le poumon, le testicule, les plaquettes et le muscle
cardiaque. La Dp71 aurait de plus un role dans 'adhérence entre les cellules de nombreux
tissus de I'organisme et durant la mitose en régulant la localisation et la stabilité des pdles
mitotiques (Austin et al., 1995 ; Bar et al,, 1990 ; Byers et al, 1993 ; D’Souza et al., 1995 ;
Haenggi et Fritschy, 2006 ; Lumeng et al,, 1999 ; Muntoni et al, 2003 ; Tadayoni et al,
2012).

B. Etiologie de la dystrophie musculaire de Duchenne

1. Chez 'Homme

La dystrophie musculaire de Duchenne (DMD) a été décrite pour la premiere fois en 1868
par le neurologue Guillaume Duchenne de Boulogne (Duchenne, 1868). C’est une maladie
génétique a transmission récessive liée au chromosome X (Cooper et al, 1988). Elle
affecte ainsi quasi-exclusivement les garcons et est transmise par la mére. A I'échelle
mondiale, on estime l'incidence de la maladie a 1 cas pour 3500 naissances de garcons
(Emery, 1991).

Le taux de mutation est relativement élevé: un tiers des patients DMD
présenteraient une mutation de novo. Ceci sous-tend une large variété de mutations
possibles (Bladen et al., 2015). On estime que 68 % des cas de DMD correspondent a une
délétion et 11 % a une duplication d'un ou plusieurs exons. Ces délétions et duplications
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peuvent survenir partout sur le géne mais sont concentrées respectivement entre les
exons 45 et 55, et entre les exons 2 et 10 (voir la Figure 1 pour la localisation des
promoteurs). Si ces mutations ne rompent pas le cadre de lecture, le transcrit produit est
plus court. Les protéines alors traduites sont modifiées en leur centre mais les domaines
N- et C-terminaux sont integres. Ces mutations sont responsables de la Dystrophie
Musculaire de Becker (Becker Muscular Dystrophy). En revanche, lorsque les délétions et
duplications rompent le cadre de lecture, il apparait des codons « stop » a 'origine de
transcrits de dystrophine tronqués. Ces mutations sont responsables de la Dystrophie
Musculaire de Duchenne. Il en résulte une perte du domaine permettant la jonction a la
matrice extracellulaire. Ces dystrophines sont généralement non fonctionnelles et
instables (Aartsma-Rus et al.,, 2016 ; Blake et al., 2002).

2. Chez le Chien

De nombreux modeéles canins spontanés de la dystrophie musculaire de Duchenne ont été
identifiés. IIs présentent tous une perte de dystrophine fonctionnelle (Figure 4). Dans les
cas de déficience en dystrophine chez le Braque allemand a poil court (German Short
Haired Pointer model for Duchenne Muscular Dystrophy, GSHPMD), le cocker spaniel et le
terrier tibétain, la mutation incriminée est une délétion. Chez le Cocker Spaniel, il y a
délétion de quatre nucléotides sur I'exon 65 en région 3’. Chez le Terrier Tibétain, les
exons 8 a 29 sont délétés. Dans le cas du Welsh Corgi Pembroke déficient en dystrophine
et la dystrophie musculaire du Labrador Retriever (Labrador Retriever Muscular
Dystrophy, LRMD), la mutation incriminée est une insertion respectivement d'un long
élément nucléaire intercalé (Long Interspersed Nuclear Element, LINE) au niveau de
I'intron 13 et d’'un pseudo-exon de 184 nucléotides au niveau de I'intron 19. Dans le cas
de la dystrophie musculaire du Golden Retriever (Golden Retriever Muscular Dystrophy,
GRMD), du Cavalier King Charles déficient en dystrophine musculaire (Cavalier King
Charles Spaniels with dystrophin-deficient Muscular Dystrophy, CKCS-MD) et du Rottweiler
déficient en dystrophine, la mutation incriminée est ponctuelle et se situe respectivement
au niveau de l'intron 6 se traduisant par un épissage de 'exon 7 avec 'apparition rapide
d’un codon stop dans I’ARNm, au niveau de I'intron 50 se traduisant par une perte de I'exon
50 dans ’'ARNm et au niveau de I'exon 58 se traduisant par I'apparition d’'un codon stop. Il
a également été décrit des cas de déficience en dystrophine fonctionnelle chez le
Malamute de 1'Alaska, le Bobtail, le Braque de Weimar et le Lurcher mais leur nature
génétique n’a pas été étudiée (Baltzer et al., 2007 ; Brinkmeyer-Langford et Kornegay,
2013 ; Giannasietal, 2015 ; Itoetal, 2011 ; Kornegay et al.,, 2012 ; McGreevy et al.,, 2015 ;
Ng et al, 2012 ; Schatzberg et al, 1999 ; Smith et al, 2011 ; Walmsley et al, 2010 ;
Wieczorek et al., 2006).
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Figure 4 - Localisation des mutations sur le géne de la dystrophine chez le chien (d'apres
Brinkmeyer-Langford et Kornegay, 2013). Les 79 exons du géne sont représentés. Leur taille relative est
approximativement a I’échelle. Les insertions et délétions sont présentées au-dessus du géne. Les mutations
ponctuelles sont représentées par des fleches en-dessous du gene.
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Parmi les animaux mutants listés précédemment, il a été établi des colonies de
GRMD, LRMD, GSHPMD, CKCS-MD et Welsh Corgi Pembroke déficient en dystrophine. Par
la suite, il a été développé une colonie croisant le GRMD et beagle (beagle-based Canine X-
linked Muscular Dystrophy in Japan, CXMDj). Ces chiens ont un phénotype similaire a celui
des GRMD en termes d’évolution de la présentation clinique, du taux sanguin en créatinine
kinase et des lésions anatomopathologiques a I'exception de la dégénérescence des fibres
musculaires de la langue qui n’est pas présente chez les CXMD). Ces chiens présentent
cependant I'avantage d’étre plus petits et donc plus faciles a manipuler (Shimatsu et al.,
2005). Paralléelement il a été développé une colonie croisant le GRMD et le Labrador
Retriever (Golden Labrador Retriever Muscular Dystrophy, GLRMD). Ces chiens présentent
un phénotype anatomopathologique moins marqué que les GRMD, en particulier pour le
degré de nécrose des myofibres et de la différenciation des types de myofibres.
L’hypothése avancée est que I'outbreeding pourrait diminuer la sévérité de la maladie en
réduisant I'héritage simultané de genes modificateurs potentiellement déléteres
(Miyazato et al, 2011). Aucune de ces mutations n’ayant été étudiée du point de vue
neurocognitif, nous n’aborderons que le cas du chien GRMD par la suite.

3. Chez la Souris

Bulfield et al. (1984) ont découvert une souris mutante (C57BL/10ScSn-Dmd<mdx>)
présentant une dystrophie musculaire liée a I'’X (muscular dystrophy X-linked, mdx). Cette
souche présente un codon stop prématuré au niveau de l'exon 23 du gene de la
dystrophine conduisant a la perte de la Dp427. En revanche, les isoformes courtes ne sont
pas affectées par la mutation. La souche mutante mdx est aujourd’hui le principal modele
animal de la DMD (Ng et al,, 2012).

Depuis, six autres souches murines mdx ont été générées. Chez la souris mdx><, la
mutation est située au niveau de l'intron 10 et il y a perte de I'isoforme Dp427. Chez la
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II.

souris mdx2<v, la mutation est située au niveau de l'intron 42 conduisant a la perte des
isoformes Dp427 et Dp260. Chez les souris mdx>? et mdx*v, la mutation est située
respectivement au niveau des exons 52 et 53, conduisant a la perte des isoformes Dp427,
Dp260 et Dp140. Chez les souris mdxP9eo et mdx3<v, la mutation est située respectivement
au niveau de I'exon 63 etde I'intron 65, conduisant a la perte des isoformes Dp427, Dp260,
Dp140, Dp116 et Dp71 (Im et al, 1996 ; Nget al.,, 2012).

La mutation GRMD n’affectant que I'isoforme Dp427 et la souche mdx5<’ n’ayant pas
été étudiée sur le plan neurocognitif, nous n’aborderons que le cas de la souche mdx par
la suite.

Etude physiopathologique

A. Roles de la dystrophine dans le systéme nerveux central
1. Fonction des régions cérébrales exprimant la dystrophine

a. L’hippocampe

Les informations sensorielles corticales transitent du cortex entorhinal vers
I'’hippocampe, via la voie perforante (Figure 5). Elles sont ensuite simplifiées et dissociées
dans le gyrus denté. Les neurones granulaires du gyrus denté envoient des branches
axonales par la voie des fibres moussues vers les synapses dendritiques des neurones
pyramidaux de l'aire CA3. Ceux-ci envoient enfin l'influx nerveux vers les neurones
pyramidaux de I'aire CA1 par la collatérale de Schaeffer. Il en résulte une modification
dynamique de I'organisation des neurones granulaires préexistants du gyrus denté et des
neurones pyramidaux des aires CA1 et CA3 par extension ou rétractation des dendrites.
Ceci est accompagné par la formation ou la perte de synapses (Leuner et Gould, 2010 ;
Mehler, 2000).
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Figure 5 - Schéma du fonctionnement général de 'hippocampe (d'aprés Leuner et Gould, 2010). Les
nouveaux neurones du gyrus denté sont représentés en rouge, les neurones granulaires en gris et les
neurones pyramidaux en bleu. L'information arrive a ’hippocampe par la voie perforante au niveau du
gyrus denté, ou elle est transmise des neurones granulaires aux neurones pyramidaux de la corne d’Ammon
dans les aires CA1 et CA3.
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Ce mécanisme, grace aux cellules de lieu et aux cellules d’orientation, permet
notamment d’élaborer et de stocker des représentations de I’espace dans lequel I'animal
se déplace et finalement de construire une carte cognitive de cet espace. L’hippocampe
pourrait ainsi assurer la construction des représentations combinatoires de lieux,
récoltées au cours de différents épisodes comportementaux. Il pourrait également
intégrer les informations topologiques a partir des unités de construction de la carte
cognitive. Ces informations vont ensuite quitter ’hippocampe pour étre envoyées
simultanément vers le cortex pariétal postérieur et vers le cortex préfrontal (Campan et
Scapini, 2002). L’hippocampe est ainsi au centre du traitement de I'information spatiale
et en particulier de I'encodage de la mémoire spatiale. Plus largement, I'hippocampe
semble jouer un role dans les apprentissages, bien que son importance varie en fonction
des types de mémoire impliqués. Des études récentes montrent également un réle dans
les troubles de I'humeur - comme 'anxiété et la dépression, la régulation du stress et les
comportements sociaux. Enfin, 'hippocampe semble étre directement impliqué dans un
certain nombre de maladies neuropsychiatriques, telles que les addictions, la
schizophrénie, la maladie d’Alzheimer et I'épilepsie (Leuner et Gould, 2010).
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b. Le cortex cérébral

L Aires corticales primaires

Le cortex cérébral est divisé en cinq aires fonctionnelles uniques appelées les aires
corticales primaires (Uemura, 2015).

L’aire somesthésique (ou somatosensorielle) recoit des fibres sensitives depuis le
thalamus. Pour chaque point de cette aire correspond un point a la surface du corps. La
surface du corps est ainsi cartographiée dans le cortex cérébral. Chez I'humain ces cartes
obtenues par microstimulation ressemblent a un petit homme appelé homonculus
sensitif. Cette représentation cérébrale est fonction de l'importance de l'analyse
sensorielle de chaque point de la surface du corps et non fonction de sa taille physique.
Ainsi les doigts, contenant un grand nombre de récepteurs a leur surface, sont agrandis
chez ’homonculus sensitif. De telles cartes existent également chez le chien (Figure 6). On
distingue deux aires somesthésiques primaires, une dans le lobe frontal (SI) et l'autre
dans le lobe temporal (SII) (Uemura, 2015).

Figure 6 - Vue latérale de I'hémisphére cérébral montrant les aires somesthésiques primaires chez
le chien (d'apres Uemura, 2015).
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L’aire motrice primaire controle la musculature appendiculaire, cervicale et de la
téte. Elle est ainsi le centre de plus haut niveau de l'activité motrice volontaire. Elle est
sous influence d’autres aires du cortex cérébral, en particulier le cortex somesthésique.
Chez le chien la représentation corticale précise de I'aire motrice primaire n’est pas bien
établie (Uemura, 2015).
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L’aire olfactive primaire est confondue avec le lobe piriforme (Figure 6). Les fibres
olfactives transmettent le signal nerveux depuis le bulbe olfactif vers le lobe piriforme via
le tractus olfactif latéral ipsilatéral. Contrairement aux autres systemes sensoriels, le
systéme olfactif n’a pas de noyau thalamique spécifique. Le développement de la partie
olfactive du rhinencéphale varie énormément d’'une espeéce a l'autre. Elle est ainsi
extrémement développée chez le chien. On parle d’espece macrosmatique. C’est I'inverse
chez les primates. On parle d’espéces microsmatiques (DeLahunta et al, 2015 ; Uemura,
2015).

L’aire visuelle primaire est située dans le lobe occipital (Figure 6). Le cortex visuel
recoit des fibres depuis le noyau géniculé latéral du thalamus. Les neurones de ce cortex
sont sensibles a des stimuli visuels particuliers. Par exemple ils répondent
préférentiellement a une direction d'un mouvement, a la survenue ou I'extinction d’'une
illumination, etc. (Uemura, 2015). Il existe de nombreuses connexions entre les cortex
visuels des deux hémispheres cérébraux via le corps calleux, mais aussi avec le cortex
moteur des deux hémispheres, le cervelet par la voie du pont, le colliculus rostral et le
tegmentum mésencéphalique. De maniere similaire au tractus optique, le noyau géniculé
latéral, les radiations optiques et le cortex visuel d’'un c6té du cerveau contiennent des
neurones stimulés par la lumiere arrivant dans la moitié controlatérale des champs

visuels de chaque ceil (Figure 7 ; DeLahunta et al.,, 2015).

Figure 7 - Voies visuelles centrales impliquées dans la perception consciente (d'aprés DeLahunta
etal.,, 2015).
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L’aire auditive primaire est située dans le lobe temporal (Figure 6). Les informations
auditives quittent le colliculus caudal, qui joue un role de centre réflexe auditif, vers le
noyau géniculé médial du thalamus avant de rejoindre le cortex auditif primaire dans le
lobe temporal. Dans cette aire, chaque cochlée est cartographiée bilatéralement. Le cortex
auditif est nécessaire au décodage et a I'extraction de certaines caractéristiques de
I'information auditive. Les informations sont ensuite intégrées dans les aires associatives.
Le cortex auditif joue également un réle dans le réflexe de sursaut acoustique en envoyant
des efférences vers le colliculus rostral (Uemura, 2015).

1i. Aires associatives

Les récepteurs périphériques envoient des signaux sensoriels spécifiques vers le cortex
sensoriel primaire. En atteignant ce cortex primaire, ces signaux spécifiques vont
produire des sensations bien définies (par exemple le toucher). Cependant la
reconnaissance d’'un stimulus demande un certain niveau perceptif. Ainsi il y aura
association progressive d'un stimulus primaire vers des combinaisons plus complexes.
Par exemple le cortex auditif primaire percoit des influx auditifs simples et les interprete,
mais c’est le cortex associatif qui va permettre 'appréciation de sons complexes. Ceci
permet notamment d’inhiber les informations distrayantes. Ce mécanisme est aussi
nécessaire pour les autres sens. Il y a alors combinaison d’influx tactiles, proprioceptifs et
barométriques pour percevoir la forme, la taille et la texture. Cependant la reconnaissance
finale d’'un objet peut demander de mélanger les sens, en faisant par exemple appel autant
aux impressions visuelles qu’auditives. Tout ceci permet 'organisation de sorties
comportementales cohérentes, et donc la prise de décision et la prise d’initiative (Mehler,
2000 ; Uemura, 2015).

Cette fonction réceptive-perceptive du cortex associatif nécessite une autre grande
fonction du cortex cérébral : la mémoire associative. La capacité a se remémorer des
expériences sensorielles ou motrices passées, et de corréler de tels souvenirs avec de
nouvelles expériences, estla base de 'apprentissage. La facon dont les animaux répondent
a de nombreuses combinaisons de stimuli sensoriels et moteurs est ainsi influencée par
les expériences sensorielles et motrices passées. La mémoire associative est stockée dans
les zones associatives du cortex cérébral et ce de maniere permanente. Le cortex
préfrontal joue un roéle central dans ce processus d’apprentissage en favorisant
notamment la réorganisation sémantique des informations encodées, la consolidation des
souvenirs par migration depuis 'hippocampe vers le cortex préfrontal médian ou ils
seront plus stables et le rappel des souvenirs. Il serait ainsi impliqué dans les fonctions
multimodales de la mémoire de travail qui est une forme de mémoire a court terme ou les
informations sont ensuite oubliées ou intégrées vers la mémoire a long terme via un
processus de répétition (Lafontaine et Lippé, 2011 ; Mehler, 2000 ; Uemura, 2015).
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c. L’amygdale cérébrale

L’amygdale cérébrale est tres fortement impliquée dans les émotions, en particulier la
peur et I'anxiété. Elle est ainsi fortement engagée dans les apprentissages associatifs. Ces
réles I'impliqueraient dans les fonctions cognitives liées a la socialité. Il a par exemple été
montré que 'amygdale cérébrale influence les interactions avec les congéneéres, soit vers
une interaction affiliative soit vers une interaction aversive. Elle recoit des afférences
depuis le bulbe olfactif, 'hypothalamus, le thalamus, le tronc cérébral, 'hippocampe et le
cortex cérébral; et envoie des efférences vers I'hypothalamus, le thalamus, le tronc
cérébral, le striatum et le cortex cérébral (Bickart et al., 2014).

d. Le cervelet

Le cortex cérébelleux est organisé en trois couches: interne contenant les cellules
granulaires et des interneurones ; intermédiaire contenant le corps des cellules de
Purkinje; et externe moléculaire contenant des fibres paralleles pénétrant
perpendiculairement I'arbre dendritique des cellules de Purkinje (Figure 8). Ces éléments
forment des modules corticaux cérébelleux consistant en une petite grappe de neurones
dans le noyau olivaire inférieur, un ensemble de longues et étroites bandes de cellules de
Purkinje dans le cortex cérébelleux et un petit groupe de neurones dans 1'un des noyaux
cérébelleux profonds. Ils sont organisés en matrices ordonnées a l'origine d’'un maillage
de I'ensemble du cervelet. Ils sont comparables a des micropuces capables de traiter une
grande quantité de données. Le constituant primaire est la cellule de Purkinje. Celle-ci
analyse la majeure partie des informations entrantes et est responsable de toutes les
sorties du module. Son role est donc fondamental et une altération de sa structure peut
avoir des conséquences graves sur l'efficacité du signal émis (DeLahunta et al, 2015).

Les boucles cérébro-cérébelleuses connectent les parties latérales des hémispheres
cérébelleux (le long des noyaux dentelés) et le cortex cérébral. Les différentes zones
associatives du cortex cérébral (en particulier les zones frontale, temporale et pariétale)
envoient des informations - via les noyaux du pont (fibres moussues), le noyau rouge et
I'olive bulbaire (fibres grimpantes) - vers le cortex cérébelleux. Ainsi le cervelet recoit des
informations visuelles, auditives et somatosensorielles depuis les lobes postérieurs du
cortex cérébral, des informations motrices depuis le lobe frontal et traite les informations
multisensorielles depuis d’autres zones associatives. Le cervelet interagirait également
de maniere étroite avec '’hippocampe. En retour, le cervelet peut influencer I'activité
cérébrale en projetant des informations dans ces zones via les noyaux dentelés et le
thalamus. De méme, il semblerait que le cortex moteur primaire et le cortex préfrontal
dorsolatéral recoivent différentes projections depuis des groupes distincts de cellules de
Purkinje du cervelet. Ces projections semblent appartenir a des boucles fermées
suggérant une séparation entre les voies motrices et non motrices. Leur traversée dans le
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cerveau se fait de maniere distincte (DeLahunta et al., 2015 ; Mehler, 2000 ; Palesi et al.,
2017).

Figure 8 - Organisation du cortex cérébelleux (d'aprés Uemura, 2015).
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Le cervelet serait ainsi responsable de la coordination des informations motrices
(motricité volontaire, posture, maintien de I'équilibre, coordination sensorimotrice), mais
aussi de la coordination d’informations cognitives (anticipation, mémoire de travail
verbale, apprentissages moteurs, émotions, manipulation mentale des symboles et
lecture). Bien qu'il existe de nombreuses théories pour expliquer cette derniere fonction,
elles s’accordent toutes sur le réle du cervelet dans I'optimisation, I'automatisation et
I'amélioration des performances cognitives dans certains domaines via les boucles
cérébro-cérébelleuses. Une atteinte du cervelet résulterait ainsi en des performances
cognitives suboptimales et non forcément en des déficits marqués (Cyrulnik et Hinton,
2008 ; Leuner et Gould, 2010 ; Mehler, 2000).

2. Les complexes dystrophine-glycoprotéines
Plusieurs composants des complexes associés aux dystrophines sont présents dans
I'encéphale (Figure 9). L’a-dystroglycane, le B-dystroglycane, les syntrophines, l'a-

dystrobrévine-1 et la chaine az de la laminine sont présents au niveau de l'interface glie-
vaisseauy, ou ils forment des DGC. La Dp71 est ainsi exprimée dans les astrocytes ou le
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DGC ancre le canal aquaporine de type 4 (AQP4) de facon polarisée sur la membrane
faisant face aux vaisseaux sanguins. Les DGC sont également présents dans les neurones
du cortex, de 'hippocampe et du cervelet ou ils interagissent avec les récepteurs de I'acide
y-aminobutyrique (Gamma-AminoButyric Acid, GABA) de type A, les canaux potassiques
Kir2 et Kir4.1, les protéines de la famille des guanylate kinases associées a la membrane
(Membrane-Associated GUanylate Kinase, MAGUK) comme la PSD95 (Blake et al.,, 1999 ;
Tian et al., 1996 ; Waite et al., 2012). La diversité des DGC dans le cerveau est expliquée
par la présence de nombreuses isoformes de dystrophine et la présence d’autres
composants - non exprimés dans le muscle - tels que la B-dystrobrévine et les y-
syntrophines (y1 et y2). Ces dernieres ont la capacité de se lier notamment aux
dystrophines, aux canaux sodiques, a la monoxyde d’azote synthétase neuronale
(neuronal Nitric Oxyde Synthase, nNOS) et aux différentes kinases (Piluso et al,, 2000). Les
DGC semblent donc jouer un rdle important dans la transduction des signaux a la
membrane, en intervenant dans la localisation des protéines de signalisation
intracellulaire.

Figure 9 - Localisation des complexes dystrophine-glycoprotéines dans les cellules cérébrales
(d'aprés Waite et al., 2012). La dystrophine et les composants du complexe dystrophine-glycoprotéines
sont présents dans I’encéphale, ol ils participent aux complexes protéiques qui ancrent des récepteurs a
des sites membranaires spécialisés, tels que les canaux aquaporine de type 4 (AQP4) au niveau de la
membrane du pied astrocytaire engainant les vaisseaux sanguins et péricytes associés, et les récepteurs
GABAAa postsynaptiques des neurones GABAergiques.
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3. Réle de la dystrophine dans les synapses

Les synapses inhibitrices - de type GABAergique et glycinergique - sont formées au
niveau de 'arbre dendritique, du corps cellulaire et des premiers segments axonaux. En
revanche, les synapses excitatrices — de type glutamatergique - se trouvent au niveau des
épines dendritiques, qui sont des excroissances de la membrane neuronale.
L’organisation postsynaptique des synapses excitatrices est aujourd’hui mieux connue
que celle des synapses inhibitrices. Au niveau de la membrane postsynaptique des
neurones, on observe une zone dense, appelée densité postsynaptique (Post-Synaptic
Density, PSD) (Sheng et Kim, 2011). Il a été montré que la dystrophine est présente au
niveau des PSD des neurones pyramidaux du cortex cérébral et de I'hippocampe, ainsi que
des cellules de Purkinje du cervelet (Kim et al.,, 1992).

a. Synapses inhibitrices

Le récepteur le plus important des synapses inhibitrices est le récepteur ionotrope GABAa
(Sheng et Kim, 2011). On le trouve en particulier dans le cortex cérébral, 'hippocampe et
le cervelet des mammiferes. Chaque isoforme du récepteur est composée de cinq sous-
unités glycoprotéiques entourant un canal sélectif des anions chlorures. La fixation du
GABA au récepteur ouvre le canal. L'entrée des ions chlorures dans le canal hyperpolarise
la membrane du neurone postsynaptique et l'inhibe en éloignant le potentiel du seuil
d'activation des canaux sodiques voltage-dépendant. Le récepteur GABAAa est localisé soit
dans la membrane postsynaptique, soit dans la membrane extra-synaptique ou il confere
une inhibition a long terme (Sigel et Steinmann, 2012).

L’ancrage et le regroupement de certains récepteurs GABAa dans les synapses
inhibitrices sont médiés par deux types de complexes (Figure 10).

Le premier complexe est composé de géphyrine et de collybistine, qui est un facteur
d’échange de la guanine (Guanine Exchange Factor, GEF). La collybistine est lié a la
neuroligine de type 2 (NL2), qui est présente exclusivement dans les synapses inhibitrices
et forme une liaison avec les neurexines 3 présynaptiques (Waite et al., 2012).

Le second complexe est de type DGC. Bien qu'il ne soit pas en relation directe avec
les récepteurs GABA,, il a été montré que les DGC contribuent au fonctionnement des
synapses GABAergiques. Ainsi, le dystroglycane est nécessaire a la localisation de la
Dp427 dans les zones de regroupement des récepteurs GABAa. L’a-dystroglycane est lié
directement aux neurexines a présynaptiques. Le 3-dystroglycane transmembranaire lie
I'a-dystroglycane a la dystrophine. Le B-dystroglycane est également lié a la molécule
d’échafaudage synaptique (Synaptic-SCAffolding Molecule, S-SCAM). Cette derniere
appartient a la famille des MAGUK. Elle est aussi en relation avec NL2. La S-SCAM et le 8-
dystroglycane sont en relation avec une GEF, le synArfGEF. Enfin, la B-dystrobrévine est
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également impliquée dans ce complexe en se liant a la dystrophine et aux syntrophines.
Le complexe S-SCAM-NL2-DGC induirait un remodelage local du cytosquelette d’actine,
permettant de réguler la diffusion latérale et la stabilisation des récepteurs GABAa (Waite
etal,2012).

Figure 10 - Organisation hypothétique de la synapse GABAergique (d'apres Waite et al, 2012).
L’identité de la synapse GABAergique est déterminée par 'accumulation de récepteurs GABA au niveau de
la membrane postsynaptique. Les complexes d’adhérence transsynaptiques neurexine-neuroligine guident
le recrutement postsynaptique de molécules d’échafaudage auxquelles les récepteurs GABAa sont ancrés.
La protéine d’échafaudage géphyrine est essentielle a leur regroupement. Elle est recrutée au niveau de la
membrane postsynaptique suite a I'activation de la collybistine médiée par la neuroligine de type 2 (NL2).
Les complexes de type dystrophine-glycoprotéines participent a la formation des groupements de
récepteurs GABAa dans 'hippocampe et le cervelet. Ces complexes sont potentiellement recrutés dans la
membrane postsynaptique par linteraction directe entre la neurexine et le dystroglycane, et par
I'interaction indirecte avec la NL2 et la protéine d’échafaudage synaptique S-SCAM. Le facteur d’échange de
guanine synArfGEF a une localisation préférentielle pour les membranes postsynaptiques inhibitrices. Il est
associé au complexe S-SCAM-NL2-DGC et pourrait induire un remodelage local du cytosquelette d’actine,
permettant de réguler la diffusion latérale et la stabilisation des récepteurs GABAA.
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Il a été montré que la Dp427 est associée aux PSD des synapses inhibitrices
GABAergiques (Kim et al, 1995). L’hypothese actuelle est que la Dp427 permettrait de
stabiliser les complexes postsynaptiques des récepteurs GABAa par interaction entre son
domaine N-terminal et le cytosquelette d’actine. Ceci permettrait de limiter la diffusion
des récepteurs en dehors de la synapse (Briinig et al, 2002 ; Lévi et al., 2002).
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En revanche, la littérature actuelle ne permet pas d’identifier un quelconque role de
la dystrophine dans les synapses glycinergiques. La principale molécule d’échafaudage
des PSD de ce type de synapse serait la géphyrine (Lévi et al., 2004).

b. Synapses excitatrices

De nombreuses protéines d’échafaudage maintiennent la PSD des synapses excitatrices
en liant les récepteurs au glutamate aux autres récepteurs postsynaptiques, aux
molécules d’adhérence et au cytosquelette. La PSD sert ainsi a lier les membranes pré- et
postsynaptiques, regrouper les récepteurs postsynaptiques et coupler l'activation de ces
récepteurs a la cascade de signalisation intracellulaire (Sheng et Kim, 2011). Chaque
isoforme du récepteur au glutamate est composée de quatre sous-unités protéiques
entourant un canal sélectif des cations. La fixation du glutamate au récepteur permet son
ouverture. L’entrée de cations dans le canal dépolarise le neurone postsynaptique et
'active : le potentiel du neurone se rapproche alors du seuil d’activation des canaux
sodiques voltage-dépendants (Traynelis et al., 2010).

Le role de la dystrophine dans les synapses excitatrices est encore mal connu. Il a
été montré que la Dp71 est un composant des PSD des synapses excitatrices (Blake et al.,
1999). 1l existerait des interactions entre les DGC contenant la Dp71 et les protéines
d’échafaudage transsynaptiques telles que les neurexines (Pilgram et al, 2009).
L’hypotheése actuelle est qu'un complexe contenant la Dp71 pourrait interagir avec les
canaux glutamatergiques et aurait un role dans la plasticité de ces synapses (Waite et al.,
2012).

Bien que la Dp427 ne semble pas agir directement au niveau des synapses
excitatrices, il a récemment été montré qu’elle jouerait un réle indirect dans la régulation
rétrograde du relargage présynaptique des synapses glutamatergiques dans I'aire CA1 de
I'’hippocampe. Chez la souris mdx, la zone de stockage des vésicules présynaptiques
semble étre plus petite que chez la souris saine, avec un plus grand nombre de vésicules
amarreées a la membrane présynaptique. Ceci pourrait étre a 'origine d’'une altération de
la physiologie de la synapse excitatrice avec une augmentation de la probabilité de
relargage des vésicules dans la synapse. Or la perte de la Dp427 est a l'origine d’une
surexpression d’'une protéine liée aux DGC, la dysbindine, dans I’encéphale. Cette protéine
est normalement exprimée dans les compartiments pré- et postsynaptiques tel que dans
les synapses excitatrices dans I'aire CA1. Il a ainsi été émis I’hypotheése que la perte de
Dp427 dans les compartiments postsynaptiques des cellules pyramidales favoriserait la
relocalisation de la dysbindine vers les compartiments présynaptiques, conduisant a des
altérations de 'organisation des vésicules présynaptiques, de la probabilité de relargage
des neurotransmetteurs et donc de la plasticité synaptique (Miranda et al., 2011).
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Enfin, il a été montré que chez la drosophile, il existe une isoforme de 186 kDa
(Dp186) exprimée exclusivement dans le systéeme nerveux central, au niveau de la
membrane postsynaptique des synapses excitatrices cholinergiques. De maniere
analogue a la Dp427 chez les mammiferes, la Dp186 aurait un réle dans la régulation
rétrograde du relargage présynaptique. Ainsi, une perte de cette isoforme conduit a une
augmentation du relargage d’acétylcholine au niveau de la membrane présynaptique
(Pilgram et al,, 2009).

4. Réle de la dystrophine dans la glie

a. Organisation générale de la glie

La glie est constituée par la macroglie - elle-méme constituée par les astrocytes, les
cellules épendymaires, les oligodendrocytes - et les cellules microgliales (Abbott et al,
2010 ; Allen et Barres, 2009) :

- Les astrocytes ont un corps cellulaire étoilé avec de nombreux prolongements
cytoplasmiques jointifs, assurant la cohérence et la solidité de la structure du systeme
nerveux central. Ils engainent les capillaires sanguins et contribuent ainsi au
métabolisme des neurones en jouant le role d’'intermédiaire entre les deux ;

- Les cellules épendymaires sont proches des astrocytes mais ont un role
d’intermédiaire entre neurones et liquide cérébrospinal (LCS) des cavités du SNC;

- Lesoligodendrocytes, de maniére analogue aux cellules de Schwann dans le systeme
nerveux périphérique, forment la myéline engainant les axones des neurones du SNC
dans la substance blanche. Ils effectuent également des échanges métaboliques avec
les corps cellulaires des neurones de la substance grise ;

- Les cellules microgliales sont des phagocytes issus du sang et ont un role
d’élimination des déchets. Elles sont les principales cellules présentatrices de
I'antigéne.

La macroglie présente de nombreux prolongements couvrant les synapses du SNC.
Certains de ces prolongements forment les pieds astrocytaires a la surface de I'encéphale
et de la moelle épiniere. La macroglie permet ainsi de former une membrane gliale et des
feuillets périvasculaires, a I'origine de la barriere hémato-encéphalique (BHE) (Figure
11).

De maniere complémentaire et analogue a la BHE, il existe une seconde barriére
entre la circulation sanguine et le SNC : la barriere sang - liquide cérébrospinal.
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Figure 11 - Organisation de la membrane gliale et constitution de la barriére hémato-encéphalique
(d'apres Abbott et al., 2010). Dans le systéeme nerveux central, les cellules endothéliales sont jointes par
des jonctions serrées fermant hermétiquement le capillaire sanguin. Les péricytes sont distribués de
maniére discontinue le long des capillaires sanguins et recouvrent ainsi partiellement 'endothélium. Ces
deux types cellulaires sont engainés par une membrane formée par une matrice extracellulaire
périvasculaire, la lame basale 1 (LB1). Cette derniere a une composition différente de la lame basale des
pieds astrocytaires entourant le parenchyme de 'encéphale (lame basale 2, LB2). Les pieds astrocytaires
forment un réseau complexe entourant les capillaires et les cellules associées permettant 'induction et le
maintien des propriétés de barriére. Les projections axonales des neurones vers les cellules des fibres
musculaires lisses vasculaires contiennent des neurotransmetteurs vasoactifs et des peptides, permettant
ainsi de réguler le flux sanguin cérébral. La perméabilité de la BHE peut étre régulée par le relargage de
peptides vasoactifs et d’autres agents des cellules associées a I'endothélium. La microglie correspond aux
cellules immunocompétentes de 'encéphale. Les flux de solutés a travers la BHE sont soit passifs, dirigés
par des gradients de concentration du plasma vers le cerveau, les molécules lipophiles passant plus
facilement ; soit facilités par des transporteurs actifs ou passifs des membranes des cellules endothéliales.
Ces transporteurs permettent de controler 'entrée des molécules dans le SNC.
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b. Réle de la dystrophine dans la barriére hémato-encéphalique

Une régulation précise du microenvironnement ionique local autour des synapses et des
axones est essentielle a la fiabilité de la communication neuronale. La BHE joue un role
majeur dans '’homéostasie de cet environnement. Tous les organismes ayant un SNC
développé possedent une BHE (Abbott et al.,, 2010).

Comme étudié précédemment, les astrocytes sontimpliqués dans la structure méme
de la BHE. IIs induisent la formation de jonctions serrées et contrdlent les échanges en
modulant I'expression des protéines associées a ces jonctions (Janzer et Raff, 1987). De
plus il semblerait que les astrocytes jouent un role essentiel dans le maintien de la BHE.
En effet, les pieds astrocytaires périvasculaires possedent sur leur membrane des canaux
AQP4 au contact de la lame basale périvasculaire, permettant une régulation partielle de
la perméabilité de la BHE. Le regroupement de ces canaux aqueux est notamment permis
par la présence de DGC composés de Dp71, a-dystrobrévine de type 1, syntrophines et
complexes de dystroglycanes (Figure 12 ; Waite et al., 2012). Il semblerait que la Dp427
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soit également impliquée dans la formation de la BHE, mais on ne connait pas son role
exact (Nico et al.,, 2003, 2004).

Figure 12 - Organisation de la membrane des pieds astrocytaires périvasculaires (d'apres Waite et
al., 2012). Les complexes de type dystrophine-glycoprotéines de la membrane des pieds astrocytaires
périvasculaires sont constitués de Dp71, a-dystrobrévine de type 1, de syntrophines et d’'un complexe de
dystroglycane (a et ). Ils permettraient de cibler le site d’ancrage des canaux aquaporines de type 4.
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c. Réle de la dystrophine dans la barriére sang - liquide
cérébrospinal

Le LCS est sécrété par les cellules épithéliales du plexus choroide vers le systeme
ventriculaire cérébral, alors que le reste du fluide extracellulaire encéphalique - le fluide
interstitiel - est dérivé des sécrétions de I'endothélium capillaire de la BHE. Le liquide
interstitiel encéphalique et le LCS peuvent communiquer librement en de nombreux
points. Leur sécrétion est dirigée par des gradients ioniques et osmotiques exprimés au
niveau de I'endothélium de la BHE et de la membrane apicale de 1’épithélium du plexus
choroide. Cette sécrétion est a 'origine de mouvements aqueux. De maniere comparable
ala BHE, ceci serait permis par la présence de canaux AQP4, également regroupés par des
complexes de type DGC. Dans ces complexes, I'utrophine - qui est une protéine proche de
la dystrophine - semble cependant plus impliquée que cette derniere (Abbottetal., 2010 ;
Johanson et al,, 2011).
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d. Réle de la dystrophine dans les synapses

Lors de la transmission d'un potentiel d’action, les neurones libérent des ions potassium
dans le milieu extracellulaire. Le bicarbonate est alors absorbé de maniere plus
importante par modification du potentiel de membrane. On observe ainsi une diminution
du volume extracellulaire autour de la synapse. Les astrocytes - au contact de ces
synapses — posseédent a leur surface des canaux aqueux AQP4 et des canaux potassiques
Kir4.1. Il a été montré que ces deux types de canaux sont colocalisés. Le regroupement
des canaux est permis par la présence de DGC composés notamment de Dp71. La
réduction du volume extracellulaire est facilitée par le passage de l'eau via les canaux
AQP4, favorisant ainsi I’élimination des déchets métaboliques, et I'élimination des ions
potassium, via les canaux Kir4.1. Ces ions pouvant étre a l'origine de troubles de la
signalisation nerveuse, ce mécanisme assurerait le retour a la normale de la synapse
(Nagelhus et al.,, 2004). 1l apparait que les astrocytes auraient également un réle dans la
clairance des neurotransmetteurs dans 'espace synaptique et en dehors de celui-ci
(Bergles et al., 1999).

5. Réle de la dystrophine dans le développement de I'encéphale

Le développement du systéme nerveux central est marqué par deux mécanismes
principaux : la neurogenese et la migration neuronale. De nombreux genes sont impliqués
dans le bon déroulement de la prolifération des cellules neuronales. Durant le
développement embryonnaire du cortex, les neurones post-mitotiques - formés dans la
zone ventriculaire au niveau des éminences ganglionnaires - migrent le long de la glie
radiaire. Cette derniere est composée des cellules progénitrices de la zone ventriculaire
qui vont se diviser pour produire les neurones. Ces cellules possedent une extension
cellulaire liée a la surface piale, conduisant a la formation d’'un neuroépithélium
pseudostratifié. Celui-ci évolue ensuite en une structure complexe organisée en six
couches. Les premiers neurones formés sont situés dans la couche la plus profonde et les
derniers formés résident dans les strates les plus superficielles. Des générations
successives de neurones occupent ainsi les différentes couches du cortex et possedent des
caractéres intrinseques propres a chaque génération. On parle de processus « Inside-
Out ». Les isoformes tronquées de la dystrophine sont impliquées dans le développement
du tube neural. En outre, il apparait que plusieurs complexes de type DGC sont impliqués
dans la formation de la membrane basale et la migration neuronale durant le
développement de I'encéphale. La dystrophine serait aussi impliquée dans la
synaptogeneése, la spécialisation synaptique et le couplage entre membranes pré- et
postsynaptiques (Mehler, 2000 ; Vaillend et al., 2008).

Chez T'humain, le cerveau immature des enfants est sujet a une intense
réorganisation des connexions synaptiques, mettant en jeu la dystrophine. Ceci explique
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I'augmentation de la plasticité adaptative des enfants et leur capacité a apprendre. Il a
également été montré que les enfants ont une forte capacité régénérative apres des
traumatismes cérébraux précoces. Le pic de plasticité correspond aux périodes de
prolifération synaptiques et de remodelage des axones et dendrites en croissance, soit
lors des deux premieres années de vie, ainsi que durant la période d’élagage synaptique,
soitjusqu’a 16 ans. Il estlargement accepté que le substrat neurobiologique des souvenirs
réside dans les modifications de la force des synapses et le remodelage structural des
circuits neuronaux activés durant 'apprentissage (Vaillend et al., 2008).

Alors que les neurones pyramidaux des aires CA1 et CA3 sont formés exclusivement
durant le développement embryonnaire, la naissance et l'intégration fonctionnelle de
nouveaux neurones ont été montrées dans deux zones du cerveau chez I’adulte, indiquant
I'existence d’'une neurogenese faisant suite au développement cérébral initial : la zone
sous-granulaire du gyrus denté et la zone sous-ventriculaire du ventricule latéral, d’ou
migrent les neurones néoformés vers le bulbe olfactif. L'’hypothese actuellement
supportée par de nombreuses études est que I'expérience - ou l'intégration activité-
dépendante de nouveaux neurones dans les réseaux neuronaux existants - constitue un
mécanisme fonctionnel de la plasticité cérébrale a I'origine de fonctions mnésiques. Par
exemple des études ont montré que I'activité physique, I'enrichissement environnemental
et certains types d’apprentissages mettant en jeu I’hippocampe peuvent étre a I'origine de
neurogeneése. A I'inverse, 'arrét de la neurogenése peut-étre induit expérimentalement
chez 'adulte par un stress chronique, conduisant a la rétractation des dendrites et une
perte synaptique. Ceci conduirait a des effets déléteres dans certaines taches
d’apprentissage et la prévention des effets de I'enrichissement environnemental sur le
développement de la mémoire (Leuner et Gould, 2010 ; Vaillend et al.,, 2008).

Par salocalisation et son role dans I’ancrage et le regroupement des canaux ioniques
neuronaux, la dystrophine pourrait jouer un rdole majeur dans le développement de
I'encéphale et dans les taches cognitives tout au long de la vie de I'individu.

6. Réle de la dystrophine dans la plasticité cérébrale

a. Définitions et mécanismes généraux

La plasticité cérébrale estla capacité d’une activité neuronale générée par une expérience
a modifier le fonctionnement d’'un circuit neuronal et ainsi a modifier par la suite les
pensées, les émotions et le comportement. La plasticité synaptique est un phénomeéne
électrophysiologique. Il fait spécifiquement référence aux modifications de la force ou de
'efficacité de la transmission synaptique dans des synapses préexistantes, ces
modifications dépendant de I'activité de I'individu. La plasticité synaptique jouerait ainsi
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un role central dans la capacité du cerveau a incorporer des expériences éphémeres en
souvenirs persistants (Citri et Malenka, 2007).

L Plasticité a court terme

La plasticité a court terme fait référence aux modifications de l'efficacité de la
transmission synaptique de l'ordre de la milliseconde a la minute. Elle permet des
adaptations a court terme face aux sensations, aux modifications éphémeres des états
comportementaux et aux formes courtes de la mémoire. La plupart des formes de la
plasticité synaptique a court terme sont déclenchées par de courtes salves d’activité
neuronale causant une accumulation temporaire de calcium dans les terminaisons
nerveuses présynaptiques. L’augmentation présynaptique de calcium est a I'origine de
modifications de la probabilité du relargage de neurotransmetteur par remaniement
direct des processus biochimiques qui sous-tendent I'exocytose des vésicules synaptiques
(Citri et Malenka, 2007).

Lorsque deux stimuli se succedent sur un court intervalle, la réponse au second
stimulus peut étre facilitée ou déprimée. Lorsque l'intervalle dure moins de 20 ms, les
canaux calciques ou sodiques voltage-dépendants sont inactivés car un nouveau pool de
vésicules présynaptiques n’est pas encore prét a étre relargué. Il en résulte 'inhibition de
la réponse au second stimulus. On parle de dépression a court terme (Short-Term
Depression, STD). Si l'intervalle est plus long, entre 20 et 500 ms, la réponse est au
contraire facilitée par la présence du calcium résiduel, alors utile a I'exocytose des
vésicules présynaptiques. On parle de potentialisation a court terme (Short-Term
Potentiation, STP). Lors du passage d’un train de potentiels d’action a haute fréquence
(entre 5 et 100 ms d’intervalle) et prolongé (entre 200 ms et 5s), on observe que le
relargage de neurotransmetteurs est généralement facilité sur plusieurs secondes a
plusieurs minutes par rapport au tout début de la série de stimulations: on parle de
potentialisation post-tétanique (Post-Tetanic Potentiation, PTP). La plasticité synaptique
a court terme joue ainsi le role de filtre des signaux transmis du neurone présynaptique
au neurone postsynaptique (Citri et Malenka, 2007).

Ces mécanismes sont modulés a deux niveaux : présynaptique et postsynaptique. Il
est intéressant de noter que les cellules gliales sont impliquées dans cette forme de
plasticité par leur proximité avec les synapses en régulant la clairance des
neurotransmetteurs et des ions.

ii. Plasticité a long terme

La plasticité a long terme fait référence aux modifications de 'efficacité de la transmission
synaptique de l'ordre de la minute a la journée. Il est largement accepté que toute
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expérience modifie le comportement ultérieur, au moins en partie. Le mécanisme
impliqué est la modification durable de la force synaptique. Le cerveau encode les
évenements internes et externes a I'organisme en circuits neuronaux. Ce sont des patrons
spatiotemporels complexes au sein de grands ensembles de neurones. Un point-clé
définissant le comportement de tout circuit neuronal est le patron du poids de chaque
synapse connectant les neurones au sein du circuit. Ainsi un souvenir est stocké lorsque
'activité dans un circuit neuronal provoque un changement sur une longue durée du
patron du poids des synapses du circuit. La plasticité synaptique a long terme permet
I'acquisition et l'utilisation de compétences motrices, correspondant a la mémoire
implicite (procédurale) et le souvenir des expériences et informations acquises,
correspondant a la mémoire explicite (déclarative) encodée dans I'hippocampe (Citri et
Malenka, 2007).

La plasticité homosynaptique correspond au cas ou la modification d’'une synapse
ne se propage pas aux synapses formées par d’autres neurones présynaptiques avec le
méme neurone postsynaptique. La plasticité hétérosynaptique correspond au cas inverse
ou la modification d’'une synapse modifie a son tour les synapses formées par d’autres
neurones présynaptiques avec le méme neurone postsynaptique (Citri et Malenka, 2007).

On parle de potentialisation a long terme (Long-Term Potentiation, LTP) lorsque la
connexion synaptique est renforcée et de dépression a long terme (Long-Term Depression,
LTD) lorsqu’elle est affaiblie. La LTP et la LTD ont surtout été étudiées dans I'aire CA1 de
I’hippocampe pour les synapses excitatrices. Au niveau de ces synapses, deux récepteurs
au glutamate sont colocalisés : le premier est un canal ionique au Ca2* et Na*activé par le
N-Méthyl-D-Aspartate (NMDAR) ; le second est un canal sodique activé par I'Acide a-
Amino-3-hydroxy-5-Méthyl-4-isoxazolePropionique (AMPAR) (Citri et Malenka, 2007).

Lorsque la membrane postsynaptique est au repos, les NMDAR sont bloqués par les
ions Mg?*. Ainsi, lorsque le glutamate est libéré par la terminaison présynaptique, il n’a
d’action que sur les AMPAR, a l'origine de la dépolarisation du neurone. En revanche,
lorsque la membrane du neurone postsynaptique est dépolarisée, I'ion Mg2* se dissocie
du canal NMDAR et le glutamate peut agir sur les deux récepteurs. Il y a ainsi entrée des
ions Na* et Ca2*. L'entrée massive des ions calcium induit une LTP et provoque une
cascade d’activation intracellulaire de nombreuses kinases, induisant l'ancrage de
nouveaux AMPAR au niveau de la membrane postsynaptique. Ceci a pour conséquence
I'augmentation de la sensibilité au glutamate (Figure 13 ; Citri et Malenka, 2007).

En revanche, I'entrée modérée des ions calcium induit une LTD et active
préférentiellement des phosphatases. Cela conduit a la dissociation des AMPAR et des
échafaudages moléculaires de la PSD et leur diffusion latérale vers les zones d’endocytose.
Les AMPAR sont alors séquestrés dans le neurone et peuvent étre dégradés (Figure 13).
Il existerait un mécanisme similaire de LTD, cette fois-ci dépendante du récepteur
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métabotropique au glutamate. De plus, il a récemment été mis en évidence une forme de
LTD induite par les endocannabinoides (Citri et Malenka, 2007).

Figure 13 - Modéle du transport cellulaire de 'TAMPAR durant la potentialisation et la dépression a
long terme (d'apres Citri et Malenka, 2007). A I'état initial (en haut), les AMPAR effectuent un cycle entre
la membrane postsynaptique et les compartiments intracellulaires. Ils diffusent latéralement en dehors de
la synapse jusqu’a une zone d’endocytose ou ils sont intégrés dans des endosomes par un processus
dépendant des clathrines et dynamines. Normalement, ces récepteurs sont transférés dans des endosomes
de recyclage et sont exocytés au niveau de la membrane plasmique, suivi d'une diffusion latérale vers la
synapse ou ils sont ancrés par les protéines MAGUK. Suite a l'induction de la LTP (a gauche), il y a
augmentation de I’exocytose des récepteurs, augmentation de leur stabilisation dans la synapse par un
mécanisme dirigé par le calcium impliquant la protéine kinase Ca2*/calmoduline-dépendante (CaMKII) et
augmentation de la fusion des endosomes de recyclage médiée par la protéine Rab11a. Suite a I'induction
de la LTD (a droite), il y a augmentation de I'endocytose au niveau des sites extrasynaptiques par un
mécanisme Ca2*-dépendant et impliquant des phosphatases, en particulier la calcineurine et les
phosphatases 1 (PP1), séquestrant ainsi dans la cellule les AMPAR qui sont probablement dégradés.

NMDAR AMPAR

LTP LTD

NMDAR  AMPAR NMDAR AMPAR

La LTP et la LTD sont donc deux mécanismes antagonistes. Une faible variation de
calcium postsynaptique peut induire I'une ou I'autre, suggérant une régulation tres fine.
Il a été mis en évidence que la LTP etla LTD sont directement impliquées dans '’encodage
des expériences. Ces mécanismes seraient nécessaires aux apprentissages associatifs -
comme le conditionnement classique, dit de Pavlov, et le conditionnement opérant, dit de
Skinner - et aux apprentissages non associatifs - comme I’habituation et la sensibilisation.
Ainsi, I'induction de la LTP dans le gyrus denté peut augmenter la neurogenese dans
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I'hippocampe. De plus, durant l'apprentissage et le rappel de nouveaux souvenirs
spatiaux, des cellules granulaires néoformées sont préférentiellement activées, montrant
une incorporation activité-dépendante de ces neurones dans les réseaux de la mémoire
spatiale dans le gyrus denté. Enfin, la LTP et la LTD seraient fortement impliquées dans le
développement précoce des circuits neuronaux : le seuil d’'induction de la LTP est plus
faible chez les jeunes neurones que chez les neurones matures. Ceci semble utile a la
formation de nouveaux contacts synaptiques durant la formation de la mémoire. Un

dysfonctionnement de ces mécanismes serait a l'origine de nombreux troubles
psychiatriques, tels que 'autisme et la schizophrénie (Citri et Malenka, 2007).

Il existe également une plasticité liée a 'homéostasie du neurone. Elle consiste a
réguler l'efficacité globale des transmissions synaptiques (excitatrices et inhibitrices)
d’un réseau neuronal afin d'empécher des modifications trop importantes de son niveau
d'activité. Ainsi, la baisse importante de l'activité d'un réseau durant un long moment
(> 24-48 heures) augmente la force de toutes les synapses excitatrices dans les neurones
excitateurs de ce réseau (Citri et Malenka, 2007).

Enfin, on parle de métaplasticité pour la capacité des neurones a exprimer une
plasticité a long terme. Il s’agit d'une forme de plasticité de plus haut niveau dans laquelle
'activité synaptique n’affecte pas directement l'efficacité de la transmission synaptique
mais conduit a des modifications persistantes de la direction ou de I'amplitude de la
plasticité synaptique qui en découle. Par exemple 'activation répétée des NMDAR dans
I'hippocampe, de fagon a ne pas favoriser la LTP ou la LTD, peut néanmoins conduire a
rendre la LTP plus difficile a provoquer et favoriser I'induction de la LTD. Ainsi, il a été
montré qu’en modifiant le niveau d’activité du cortex visuel durant le développement, en
cachant expérimentalement un seul ceil, les seuils de LTP et LTD sont décalés dans les
neurones correspondant au traitement du signal de cet ceil. Cela est probablement di aux
changements de la stcechiométrie des NMDAR synaptiques (modification du type des
sous-unités du récepteur) (Citri et Malenka, 2007).

b. Complexes dystrophine-glycoprotéines et plasticité neuronale

La formation des synapses requiert l'activation de genes codant pour les protéines
synaptiques, ainsi que la formation, I'accumulation et le transport intracellulaire de
vésicules contenant les complexes protéiques pré- et postsynaptiques. Une phase
prolongée de maturation fait suite a la formation des jonctions synaptiques pour in fine
obtenir des synapses completement fonctionnelles. Le développement de ces connexions
permettrait de transformer les circuits immatures en patrons organisés de connexions
qui vont aider au fonctionnement de I’encéphale chez I'adulte. L’activité serait a I'origine
de patrons qui joueront un réle significatif dans la formation des circuits neuronaux en
renforcant ou en affaiblissant des connexions émergentes. Les modifications de la

48



structure du cortex lors de son développement, ainsi que le maintien ou la perte de
synapses fonctionnelles, semblent étre contr6lés en grande partie par 1’équilibre entre
transmissions inhibitrices et excitatrices, et par les différentes formes de plasticité
synaptique, comme la LTP etla LTD. La traduction d’un patron produit par une activité en
processus de synaptogenese est permise par le relargage local de neurotrophines comme
le facteur neurotrophique dérivé du cerveau (Brain-Derived Neurotrophic Factor, BDNF)
et la neurotrophine 4. Ces protéines permettraient de controler la survie et la
différenciation des neurones, et semblent de surcroit agir au niveau des signaux
rétrogrades lors du remodelage des synapses. Par exemple la LTD induit le rétrécissement
des épines dendritiques ce qui peut contribuer aux processus d’élimination des synapses.
Les mécanismes sous-jacents impliquent le désassemblage des molécules d’adhérence, la
rupture des filaments d’actine dans les densités post-synaptique, et la réorganisation du
réseau du cytosquelette (Vaillend et al, 2008). Or nous avons vu précédemment que la
dystrophine est principalement exprimée dans les zones présentant une tres forte
plasticité cérébrale, a savoir le cortex cérébral, 'hippocampe et le cervelet.

Il a été montré que I'expression de la dystrophine augmente tardivement au cours
du développement, parallelement a la baisse du niveau de plasticité synaptique. Or les
DGC sont impliqués directement dans la liaison entre les membranes pré- et
postsynaptiques via les jonctions neurexine-neuroligine (Brinig et al, 2002).
L’assemblage et le désassemblage des complexes regroupant les récepteurs
postsynaptiques sont essentiels lors des processus de plasticité a long terme. Les DGC
sont directement impliqués dans ces assemblages. La dystrophine aurait ainsi un réle
important dans la capacité des neurones a modifier le regroupement des récepteurs au
niveau de la membrane postsynaptique et donc dans les mécanismes de plasticité
synaptique (Grady et al, 2006 ; Muir et Kittler, 2014). La dystrophine semble agir
directement dans le mécanisme de la LTP en se liant a la calmoduline et la CaMKII
(Anderson et al., 1996 ; Pilgram et al., 2009). Enfin, la dystrophine se situe au centre de
cascades de régulation intracellulaires et occupe donc une place importante dans
I’homéostasie des neurones, en particulier 'homéostasie calcique. Elle aurait ainsi un role
important dans la régulation de la diffusion latérale des récepteurs GABAa et dans le
relargage présynaptique. Le role de la dystrophine dans la plasticité synaptique semble
donc majeur, bien que présente uniquement au niveau postsynaptique (Lévi et al., 2002 ;
Mehler, 2000 ; Muir et Kittler, 2014).

Tous ces résultats suggerent que la dystrophine permettrait de stabiliser les circuits
neuronaux en figeant les synapses dans le réseau une fois un processus d’apprentissage
acquis.
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C. Complexes dystrophine-glycoprotéines et plasticité non
neuronale

Depuis peu, les chercheurs s’intéressent a la plasticité des éléments non neuronausx, tels
que les astrocytes, les oligodendrocytes et les vaisseaux sanguins. La gliogenese et la
croissance des prolongements astrocytaires semblent étre modulées par I'expérience et
I'apprentissage, ce qui pourrait augmenter les contacts entre les prolongements
astrocytaires et les synapses. Il existerait également une plasticité de l'angiogenése
dépendante de I'expérience (Vaillend et al., 2008).

Il semblerait que de telles formes de plasticité puissent étre importantes dans la
régulation du microenvironnement synaptique en réponse a I'augmentation de l'activité
neuronale et du besoin en oxygene, ainsi que pour la régénération post-traumatique
cérébrale. Or nous avons vu précédemment que les DGC sont présents au niveau des pieds
astrocytaires synaptiques, permettant de regrouper les canaux ioniques impliqués dans
la clairance de la synapse et au niveau des astrocytes périvasculaires. La dystrophine
semble donc jouer un role important dans la mise en place de la plasticité non neuronale
(Vaillend et al., 2008).

B. Pathogénie neurocomportementale liée a la perte de la dystrophine

L Chez 'humain atteint de la myopathie de Duchenne

Il a souvent été rapporté un retard mental chez les patients DMD. Savoir si ces troubles
cognitifs sont primaires - c’est-a-dire directement induits par la perte de dystrophine
dans l'encéphale, ou secondaires - c’est-a-dire induits par le contexte social et les
difficultés rencontrées durant le développement en lien avec le handicap physique de ces
patients - est un véritable défi (Ahn et Kunkel, 1993). Comme étudié précédemment, la
Dp427 est impliquée dans de nombreuses structures et fonctions du systéme nerveux
central. Il a ainsi été émis ’hypothese que la perte de cette isoforme notamment induirait
des altérations structurelles et fonctionnelles chez les patients DMD, a l'origine de
troubles cognitifs primaires s’ajoutant a des troubles cognitifs secondaires évidents.

a. Troubles structuraux

Des autopsies de patients DMD menées par Jagadha et Becker (1988) ont mis en évidence
une diminution importante de la longueur des dendrites et de 'arborisation neuronale
dans le cortex visuel. Le volume cérébral et en particulier le volume de matiere grise
mesurés par imagerie par résonance magnétique (IRM) sont significativement plus faibles
chez les patients DMD que chez des individus sains, et ce d’autant plus que la mutation est
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distale (affectant ainsi davantage d’isoformes). Ceci semble étre expliqué par un volume
intracranial plus faible (al-Qudah et al,, 1990 ; Doorenweerd et al., 2014).

b. Troubles fonctionnels

L’étude du cerveau par tomographie par émission de positrons avec marquage au
fluorodésoxyglucose 18F a montré une réduction du métabolisme glucosique cérébelleux
et cortical cérébral, en particulier de la zone sensorimotrice, du néocortex temporal et des
structures temporales médiales chez des patients DMD (Bresolin et al.,, 1994 ; Lee et al,,
2002). Il a également été montré que les patients DMD ont des ratios cérébraux de
phosphate inorganique sur ATP, sur phosphomonoesters et sur phosphocréatine plus
élevés que la population générale (Tracey et al, 1995). Lv et al. (2011) ont montré par
IRM fonctionnelle une baisse de la synchronisation locale neuronale et une baisse de la
concentration en matiere grise dans le cortex sensorimoteur. Cependant les études
utilisant I’électro-encéphalographie n’ont pas mis en évidence de différence significative
entre les patients DMD et des témoins supposés sains. Ainsi il est émis 'hypothese que la
baisse d’excitabilité du cortex moteur serait le résultat d'un fonctionnement synaptique
aberrant, et non d’'une modification de vitesse de conduction ni d’excitabilité lors de
stimulation électrique (Anderson et al, 2002). Il est ainsi suspecté que la perte de
dystrophine dans les cellules de Purkinje du cervelet puisse avoir d’importantes
conséquences sur l'apprentissage et le langage, notamment par interruption de la boucle
cérébro-cérébelleuse. Ce phénomene serait également a l'origine d’une perte de
coordination cognitive et motrice (Cyrulnik et Hinton, 2008). Les troubles locomoteurs
trouveraient ainsi une origine musculaire et neurologique (cortex moteur et cervelet).

De maniére cohérente avec les résultats précédents, le nombre de récepteurs GABAa
est significativement plus faible dans le cortex préfontal chez les patients DMD que chez
des individus sains (Suzuki et al., 2017). Or comme étudié précédemment, ces récepteurs
sont essentiels dans les taches cognitives et ils jouent un role important dans de
nombreuses maladies neuropsychiatriques telles que la schizophrénie et 'autisme (Hines
et al, 2013 ; Rudolph et Mohler, 2014). La DMD serait également associée a I'épilepsie
(Pane et al., 2013). Or les récepteurs GABAa occupent une place centrale dans ce trouble.
Une altération de leur fonction ou une diminution de leur quantité peut induire des
décharges rythmiques spontanées a I'origine de crises convulsives. La perte de Dp427 -
isoforme permettant I'ancrage et le regroupement de ces récepteurs - constituerait ainsi
un mécanisme épileptogene (Hendriksen et al, 2016 ; Knuesel et al., 2001). Un second
mécanisme est suspecté: des troubles de 'homéostasie potassique - régulée par les
canaux Kir4.1 - et une altération de la distribution des canaux AQP4 dans la glie ont été
observés chezles individus épileptiques. Or nous avons vu précédemment que la
dystrophine joue un réle central dans le regroupement et 'ancrage de ces canaux, bien
que seule la Dp71 semble impliquée (Binder et al., 2012).
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2. Chez la souris mdx

En raison des contraintes éthiques évidentes, la pathogénie de la maladie a surtout été
étudiée chez I'animal en particulier le modéle souris mdkx.

a. Troubles structuraux

Une premiére étude menée par IRM sur quatre souris mdx et quatre souris saines n’a pas
mis en évidence de différences statistiquement significatives du volume cérébral, de la
taille des ventricules et de la taille des régions exprimant normalement la dystrophine en
I'absence de Dp427. Ce résultat a été confirmé par microscopie électronique sur sections
ultra-minces et par analyses volumétriques détaillées de certaines zones de '’hippocampe
(Miranda et al, 2009). Cependant une étude plus récente utilisant I'IRM et la
spectroscopie par résonnance magnétique sur huit souris mdx et sept souris saines a
montré un élargissement significatif des ventricules latéraux en I'absence de Dp427 (Xu
et al., 2015). La différence entre ces deux études pourrait s’expliquer par la taille de
I’échantillon. Cependant d’autres études sont nécessaires pour conclure.

Il a également été mis en évidence des altérations morphologiques se traduisant par
une diminution du nombre de neurones dans le cortex moteur et une diminution du
nombre de neurones pyramidaux dans la voie corticospinale (Miranda et al, 2016 ;
Sbriccoli et al, 1995). Cependant la densité synaptique globale - mesurée par analyse
stéréologique - et le ratio synapses sur neurones ne different pas significativement chez
la souris mdx, suggérant que la perte de la Dp427 n’altére pas le processus initial de la
synaptogenese durant le développement. Enfin, I'analyse de la taille et de la circularité du
noyau des neurones pyramidaux de I'aire CA1 n’a pas montré d’anomalie significative
(Miranda et al., 2009).

Chez la souris mdx, la BHE est endommageée. Les cellules endothéliales bordant la
plupart des microvaisseaux sanguins dans le cerveau des souris mdx sont altérées, avec
ouverture des jonctions serrées. Une partie des pieds périvasculaires gliaux contiennent
des débris cellulaires et sont enveloppés par des microvaisseaux dégénératifs. Le nombre
de canaux AQP4 et de protéines Z0-1 (protéine de la zona occludens impliquée dans les
jonctions serrées) est diminué. Ces altérations de la BHE suggéerent I'existence de troubles
de la perméabilité vasculaire, potentiellement impliquée dans la pathogénie des troubles
neurologiques (Nico et al., 2003). Par ailleurs une étude utilisant I'imagerie du tenseur de
diffusion a montré une augmentation de la diffusion de I'’eau dans le cortex préfrontal et
une diminution de I'anisotropie fractionnelle dans I'hippocampe. Ces résultats suggerent
une perte de 'organisation cellulaire a I'origine notamment d’'une modification des flux
d’eau entre les cellules de I'hippocampe (Xu et al., 2015).
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b. Troubles fonctionnels

I Synapses inhibitrices

L’absence de Dp427 conduit a la réduction marquée du nombre et de la taille des
regroupements des récepteurs GABAa dans l'aire CAl de l'hippocampe, le noyau
basolatéral de 'amygdale et le cervelet (Briinig et al, 2002 ; Knuesel et al, 1999 ;
Sekiguchi et al,, 2009).

Dans l'aire CA1, I'altération de la fonction GABAergique induit I'augmentation de la
fréquence des potentiels postsynaptiques inhibiteurs (PPSI) spontanés conduisant a la
perte de la STP. En revanche, il n’y a pas de modification de la densité des synapses, ni de
variation des PPSI évoqués. L’hypothese est que 'augmentation de la fréquence de PPSI
spontanés soit secondaire a une augmentation de la probabilité de relargage des vésicules
présynaptiques (Graciotti et al.,, 2008).

Dans les neurones pyramidaux du noyau basolatéral de I'amygdale, la perte de la
Dp427 induitla diminution marquée de la fréquence des PPSI induits par la noradrénaline
chez la souris mdx (Sekiguchi et al., 2009).

Dans les cellules de Purkinje du cervelet, apres administration de bicuculline
(antagoniste GABAergique), 'amplitude des potentiels postsynaptiques excitateurs
(PPSE) est plus grande chez les souris mdx et I'amplitude des PPSI est plus petite. Ces
résultats montrent une diminution de la capacité inhibitrice des cellules de Purkinje en
I'absence de Dp427 (Anderson et al., 2003). La LTD hétérosynaptique de ces cellules est
significativement réduite (Anderson et al., 2004), alors que la LTD homosynaptique est
augmentée, probablement en raison de troubles de 'homéostasie calcique (Anderson et
al, 2010). La fréquence et 'amplitude des PPSI spontanés sont diminués chez les souris
mdx. Ce résultat est cohérent avec la diminution du nombre de regroupements de
récepteurs GABAa dans les PSD (Kueh et al, 2008). L'enregistrement de l'activité
électrique de couches de cervelet exposées au gaboxadol (agoniste GABAergique) montre
une augmentation du nombre de récepteurs GABAergiques extrasynaptiques (Kueh et al,
2011). Toutes ces données suggerent que la perte de la Dp427 empéche le regroupement
des récepteurs GABAa au niveau des PSD des cellules de Purkinje, affectant ainsi
I'efficacité des synapses inhibitrices (Waite et al., 2012).

iL. Synapses excitatrices

La souris mdx présente des modifications ultrastructurelles des terminaisons axonales
glutamatergiques dans 'aire CA1 de I'hippocampe. Alors que la distribution générale des
vésicules synaptiques et la taille de la fente synaptique ne sont pas affectées, il y a
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réduction de la taille de la zone de stockage des vésicules et augmentation de la densité
des vésicules amarrées a la membrane plasmique. Il y aurait ainsi une augmentation de la
probabilité de relargage de neurotransmetteurs des synapses excitatrices chez la souris
mdx. Par conséquent, le seuil d’activation des récepteurs NMDA est altéré etla STD, la STP
et la LTP (en phase initiale et en phase de maintenance) sont facilitées au niveau
présynaptique en I'absence de Dp427 (Knuesel et al., 1999; Miranda et al., 2011; Vaillend
etal, 2004, 1999; Vaillend et Billard, 2002).

iii. Métabolisme

Il a été mis en évidence une augmentation statistiquement significative de la quantité en
phosphocholine et en glutathion dans I'hippocampe ainsi qu’en taurine dans le cortex
préfrontal chez la souris mdx par rapport a des souris saines. Par ailleurs il est rapporté
une diminution statistiquement significative de la quantité en GABA dans I'hippocampe
chez la souris mdx par rapport a des souris saines. Ces résultats suggerent une
modification structurelle de ces régions, une altération des défenses cellulaires anti-
oxydantes et un dysfonctionnement de la neurotransmission GABAergique en I'absence
de Dp427 (Xuetal., 2015).

Par ailleurs les neurones granulaires du cervelet, pyramidaux corticaux et
hippocampaux des souris mdx présentent un déficit de la régulation calcique de maniere
similaire aux fibres musculaires. Or 'accumulation du calcium intracellulaire conduit a
des troubles excitotoxiques et une mort neuronale en condition d’hypoxie et d’ischémie.
Ainsi ce déficit pourrait provoquer la destruction des neurones granulaires de maniere
analogue et donc contribuer au retard mental associé a la maladie (Haws et Lansman,
1991 ; Hopf et Steinhardt, 1992 ; Lopez et al, 2016). Ces résultats sont a mettre en
parallele avec la mise en évidence d’'une augmentation de la sensibilité a 'hypoxie des
neurones de 'aire CA1 en I'absence de Dp427 (Mehler et al., 1992). Une étude a mis en
évidence que les souris mdx ont une augmentation de la PTP, mécanisme dépendant du
calcium au niveau présynaptique, bien que ce phénomene n’ait pas été rapporté dans les
études précédentes (Vaillend et al., 1998).

Enfin il a été montré que les neurones pyramidaux corticaux et hippocampaux des
souris mdx présentent des troubles de la régulation sodique intracellulaire de maniere
similaire aux fibres musculaires. Ces troubles seraient dépendants de I'age des individus
(Lopez etal, 2016).
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III.

Etude clinique

A. Troubles musculaires

L. Chez 'humain atteint de la myopathie de Duchenne

Chez les patients DMD, les troubles musculaires sont les principaux signes cliniques de la
maladie. L’ensemble des muscles (striés squelettiques, strié cardiaque et lisses) sont
atteints. Chez certains enfants, il est possible d’observer un retard a 'acquisition de la
marche. Entre 3 et 6 ans, les troubles de la marche sont marqués et se traduisent par une
difficulté a la course et au saut et des chutes anormalement fréquentes. Progressivement,
une lordose lombaire se manifeste avec une accentuation de la marche sur les orteils
ayant pour origine une rétraction des tendons d’Achille. Des troubles statiques associés a
une pseudo-hypertrophie des muscles des mollets ayant pour origine une infiltration par
du tissu fibro-adipeux peuvent provoquer une démarche oscillante. On parle de signe de
Gowers positif. Enfin, on note un retard de croissance des les premiéres années de vie.
Entre 6 et 10 ans, les chutes et fractures associées sont tres fréquentes. L'enfant n’arrive
plus a se relever seul. Une faiblesse musculaire progressive et bilatérale des membres et
du tronc apparait. Seuls les muscles innervés par les nerfs craniens semblent épargnés.
Ces patients présentent tous une scoliose importante, aggravée par la vie en fauteuil
roulant. Une grande partie des enfants sont alors opérés du rachis. Autour de I’age de 10
ans, la montée des escaliers puis la marche deviennent impossibles et le jeune patient est
contraint a 'usage permanent du fauteuil roulant. L’utilisation des membres supérieurs
se limite progressivement. En I'absence de traitement palliatif, la mort survient entre 10
et 29 ans (moyenne de 18,3 + 3,6 ans). Elle est alors dans 90 % des cas d’origine
respiratoire en raison de I'affaiblissement des muscles thoraciques et du diaphragme
provoquant une hypoventilation et donc une rétention du dioxyde de carbone et une
hypoxie, l'usage permanent du fauteuil roulant aggravant la symptomatologie
respiratoire. Les infections respiratoires intercurrentes sont tres fréquentes et le risque
de fausse déglutition est fortement majoré en raison d’'une macroglossie. Cependant,
'assistance ventilatoire invasive (par trachéotomie) comme non invasive ainsi que
I'utilisation quasi-systématique de corticoides avant la perte de la marche ont permis
d’augmenter considérablement 'espérance de vie, les patients atteignant en moyenne 36
ans. La défaillance cardiaque serait ainsi aujourd’hui a 'origine d’environ la moitié des
déces sous ventilation artificielle. Une insuffisance cardiaque clinique est souvent
rapportée, généralement autour de l'dge de 16 ans. Des anomalies
électrocardiographiques sont visibles dans 60 a 90 % des cas et se traduisent par des
ondes Q étroites et profondes, ainsi que de grandes ondes R. On peut également observer
une tachycardie sinusale (Ishikawa et al, 2011 ; Kieny et al., 2013 ; McGreevy et al., 2015 ;
Mukoyama et al., 1987 ; Parker et al., 2005 ; Partridge, 1993 ; Sarrazin et al., 2014).
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2. Chez la souris mdx

Contrairement aux patients DMD, les souris mdx présentent peu de signes cliniques.
Durant les deux premieres semaines de vie, I'étude histologique des muscles ne montre
aucune différence significative entre les souris mdx et des souris témoins. Entre trois et
six semaines, les muscles commencent a se nécroser, mais restent stables en raison d’'une
régénération importante. Les muscles des membres sont souvent hypertrophiques
durant cette phase. Les atteintes graves, telles que la dégénérescence musculaire, la
scoliose ou l'insuffisance cardiaque, n’ont pas été observées avant I'dge de 15 mois ou
plus. L’espérance de vie des souris mdx est réduite de 25 % environ, alors qu’elle est
réduite de 75 % chez les patients DMD non traités (Chamberlain et al,, 2007 ; Li et al,
2009 ; McGreevy et al., 2015). Un nombre significatif des souris mdx agées développe des
sarcomes spontanés, en particulier une forme similaire au rhabdomyosarcome alvéolaire
humain, cancer associé a un pronostic sombre (Chamberlain et al., 2007). Cependant il est
a noter que le diaphragme se détériore progressivement avec une perte d’élasticité, une
fibrose et un déficit fonctionnel. Ce phénomeéne serait comparable a I'évolution des
muscles des membres chez les patients DMD. De maniere surprenante, on n’observe pas
d’insuffisance respiratoire contrairement a l'’humain. Ceci est expliqué par un
remaniement de l'organisation cellulaire du diaphragme suffisant a compenser la
dégénérescence musculaire diaphragmatique (Stedman et al., 1991).

3. Chez le chien GRMD

La mortalité néonatale des chiens GRMD est d’environ 25 %, phénomene non rapporté
chez I'humain. Lors de la premiere semaine de vie, certains chiens développent une forme
dite « néonatale fulminante », avec nécrose massive de certains muscles, en particulier le
diaphragme (a l'origine du déces par insuffisance respiratoire), les muscles trapeze,
brachiocéphalique, deltoide, extenseur radial du carpe, sartorius et la langue. Une part
non négligeable des chiens présente dés les premieres semaines de vie un retard de
croissance se traduisant, entre un et six mois, par un poids 20 a 40 % inférieur a celui d’'un
chiot sain du méme 4ge. A partir de I'dge de deux a trois mois, les chiots présentent une
faiblesse des membres, une démarche raide mobilisant les deux postérieurs
simultanément (bunny hopping), une abduction des coudes, une adduction des genoux,
une hyperextension des carpes, une hyperflexion des tarses et une abduction des griffes,
le tout se traduisant par des troubles locomoteurs marqués et évolutifs. Il est également
rapporté une intolérance a l'effort, une incapacité a ouvrir completement la bouche et une
amyotrophie visible des muscles du tronc et des muscles temporaux. A I'dge de six mois,
il est rapporté des contractures articulaires dues a la fibrose des muscles proximaux avec
parfois cyphose ou lordose associée, une macroglossie et des troubles de la déglutition
pharyngée et cesophagienne (a l'origine d’hypersalivation, dysphagie, régurgitation et
fausse déglutition), une démarche anormale et une augmentation de la fréquence
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respiratoire. Entre six et dix mois, la maladie peut soit rester relativement stable, soit
s'aggraver progressivement. Une insuffisance cardiaque peut apparaitre avec
hypomotilité du ventricule gauche. Le décés intervient généralement avant I’dge de trois
ans. Il est a noter la trés grande similarité des signes cliniques observés chez les humains
DMD et les chiens GRMD, bien que les manifestations cliniques soient hétérogenes d'un
individu a I'autre, 'ensemble des signes cliniques précédemment décrits pouvant varier
tres fortement en termes d’intensité et d’age d’apparition d'un individu a l'autre
(Kornegay, 2017 ; McGreevy et al., 2015 ; Valentine et al., 1988, 1990, 1992).

B. Troubles neurocognitifs
1. Chez ’humain atteint de la myopathie de Duchenne
a. Troubles intellectuels

Bien qu’aucun consensus scientifique n’existe a I'heure actuelle sur la définition
d’intelligence, des tests d’intelligence ont été développés chez 'humain afin d’évaluer
d’éventuels déficits cognitifs. David Wechsler, dont les tests sont depuis longtemps
considérés comme ceux de référence, a défini I'intelligence comme la capacité globale
d’'une personne a agir dans un but donné, a penser rationnellement et a interagir
efficacement avec son environnement (Wechsler, 1944). L’interprétation des échelles
d’intelligence de Wechsler, jusqu’a récemment, se faisait selon deux grandes catégories.
La premieére est le quotient intellectuel (QI) verbal qui nécessite de répondre oralement a
des questions formulées oralement et porte sur la compréhension générale, le
raisonnement arithmétique, la mémoire immédiate, les analogies et le vocabulaire. La
seconde est le QI performance qui nécessite de répondre de maniere non orale a des
questions formulées oralement, par exemple en interagissant avec des cartes, et met en
jeu les qualités perceptives et les capacités d'analyse et de raisonnement du sujet.
L’ensemble formé par le QI verbal et le QI performance constitue le QI global. Aujourd’hui,
cette dichotomie a été remplacée par cinq indicateurs : compréhension verbale, aptitudes
visuo-spatiales, raisonnement perceptif, mémoire de travail et vitesse de traitement. Le
QI mesuré par les tests de Wechsler est un QI standard. Il correspond au rang relatif
auquel se situe l'individu par rapport a la population générale suivant une loi normale
(Kaufman et al.,, 2006 ; Weiss et al., 2016).

De tres nombreuses études ont montré un déficit intellectuel chez les patients DMD.
Leur QI global suit une distribution normale et est en moyenne inférieur d’'un écart-type
avec celui des freres et sceurs des patients testés. La comparaison avec la fratrie permet
d’exclure en partie les biais liés aux facteurs socioéconomiques. Au sein d'une méme école
pour enfants atteints de maladies neuromusculaires, il a été montré que le QI global des
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patients DMD était significativement plus bas que celui de patients présentant une
amyotrophie spinale (maladie musculosquelettique progressive a l'origine de troubles
moteurs similaires). Ces résultats suggerent donc un déficit intellectuel primaire chez les
patients DMD (Snow et al, 2013a). Une méta-analyse, portant sur 32 études conduites
entre 1960 et 1999 a montré que le QI global moyen des patients DMD était de 80, soit un
écart-type en dessous de celui de la population générale (par définition a 100). Le QI
verbal était en moyenne de 80 et le QI de performance était en moyenne de 85. Il est a
noter une grande variabilité entre les individus testés (Cotton et al, 2001). Bien que le
score de QI global et le score de QI performance semblent stables au cours du temps, le
score de QI verbal augmente avec 1'age, conduisant a une diminution de I'écart entre QI
verbal et QI performance (Cotton et al, 2005). Le score de QI verbal est significativement
plus bas chez les patients DMD que chez les patients atteints d’amyotrophie spinale, alors
que leur score de QI performance est comparable (Billard et al, 1992). Ces résultats
suggerent que le déficit intellectuel est global chez les patients DMD mais qu'’il est surtout
verbal. Il existe aujourd’hui un consensus sur le lien entre génotype et phénotype
intellectuel (Figure 14). Les mutations distales - affectant donc un grand nombre
d’isoformes - conduisent a des troubles plus importants que les mutations proximales
(Colombo et al,, 2017 ; Desguerre et al., 2009 ; Moizard et al., 2000 ; Snow et al., 2013a;
Taylor et al, 2010 ; Wingeier et al., 2011).

Figure 14 - Quotient intellectuel global en fonction de I'effet cumulatif de la perte des isoformes de
dystrophine chez les patients atteints de la myopathie de Duchenne (Taylor et al, 2010). (Cercles)
quotient intellectuel global des patients affectés ; (lignes verticales) écart-type de la moyenne ; (boites)
intervalle de confiance a 95 % de la moyenne ; (barres horizontales) médiane.
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Les études portant sur la mémoire des patients DMD montrent des résultats
contradictoires ne permettant pas de conclure. Ceci est principalement expliqué par la
différence du type de témoin utilisé dans ces études, par exemple des individus atteints
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d’amyotrophie spinale, des individus atteints d’arthrite rhumatoide juvénile, la fratrie des
patients, etc. En revanche, il a été montré par de nombreuses études que les patients DMD
présentent des troubles des fonctions cognitives supérieures telle que la fonction
exécutive - par exemple la capacité a planifier (Snow et al, 2013a).

Les enfants DMD semblent plus a risque pour trois troubles d’apprentissage : la
dyslexie (difficulté de lecture), la dyscalculie (difficultés mathématiques) et la dysgraphie
(difficulté a la communication écrite). Un déficit d’automatisation des compétences serait
le point-clé de ces difficultés : automatisation des phonemes et des mots dans la dyslexie,
automatisation des nombres et procédures dans la dyscalculie, automatisation des tailles
et des formes dans la dysgraphie. Il a été émis I'hypothese que le cervelet puisse jouer un
role important dans ce processus et qu’il soit méme directement impliqué dans la
dyslexie. Une atteinte cérébelleuse des patients DMD pourrait ainsi étre un élément de
réponse a l'incidence élevée des problemes de lecture chez ces patients (Poysky, 2007).
Ainsi une étude menée chez des enfants DMD présentant une perte de la Dp427
uniquement, ne souffrant ni de déficit intellectuel (mesuré par le QI) ni de troubles
neuropsychiatriques (par exemple I'épilepsie, les troubles du spectre autistique, le déficit
de I'attention avec hyperactivité) ni de troubles neurosensoriels (troubles de la vision ou
de l'audition) et ne recevant pas de traitement corticoide a montré que leur capacité
d’apprentissage implicite était significativement plus faible que chez des enfants du méme
age et a QI égal. Or il a été montré que les patients souffrant de lésions cérébelleuses en
régions latérales du cervelet présentaient des troubles de 'apprentissage implicite et
procédural (Vicari et al., 2018). En complément, une étude utilisant le conditionnement
par clignement d’'ceil n’a pas mis en évidence de différence significative entre les patients
DMD et le groupe témoin. Ce conditionnement dépend en particulier de I'intégrité du
cervelet intermédiaire, suggérant que cette partie soit préservée en I'absence de Dp427
(Schara et al., 2015). Or il est a noter que la dystrophine est plus exprimée dans le cortex
du cervelet latéral qui est une région récente dans I'évolution du cervelet et est impliquée
dans les processus cognitifs, que dans le cervelet intermédiaire qui est une région
ancienne et est impliquée notamment dans la coordination motrice (Snow et al., 2013b).

b. Troubles comportementaux et psychosociaux

L’étude quantitative de la personnalité montre que les enfants DMD ont un score pour la
catégorie « neuroticisme » significativement plus élevé et présentent significativement
plus de troubles relationnels avec leurs pairs que les autres enfants (Fitzpatrick et al,
1986). Le neuroticisme est défini comme une instabilité émotionnelle et une tendance a
la négativité. Il conduit a des pertes du contrdle de soi, une faible capacité a gérer le stress
psychologique et une tendance a se plaindre (Ormel et al, 2012). Une méta-analyse a
montré qu'un fort neuroticisme est notamment associé a des troubles anxieux,
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psychotiques et schizophréniques, ainsi qu’a une tendance a la dépression (Jeronimus et
al, 2016).

L’étude du fonctionnement neurocomportemental et psychosocial a permis de
confirmer les troubles relationnels avec leurs pairs. Ainsi presque un tiers des patients
DMD présenterait des difficultés importantes a communiquer. Néanmoins il a été montré
que les patients DMD seraient moins dépendants, moins déprimés et moins anxieux que
d’autres patients présentant une maladie chronique (Snow et al., 2013a).

L’administration de corticoides - qui est aujourd’hui le traitement de référence pour
retarder I'évolution de la maladie - peut induire des effets comportementaux et modifier
I’humeur. L’étude du fonctionnement psychosocial n’a pas permis de mettre en évidence
de différence entre les patients DMD recevant un traitement par des corticoides et ceux
n’en recevant pas (Darke et al., 2006 ; Snow et al., 2013a).

C. Troubles psychiatriques

L’étude des troubles psychiatriques montre une comorbidité entre la DMD et les troubles
du spectre autistique (DMD : 15 - 33 % ; population générale : 0,8 - 2,5 %), le trouble de
déficit de I'attention avec hyperactivité (DMD: 11,7 - 32 % ; population générale: 1,2 -
7,3 %), les troubles anxieux (DMD: 27 % ; population générale: 8,4 - 21,3 %) et les
troubles obsessionnels compulsifs (DMD : 4,8 % ; population générale: 1,1 - 3,3 %)
(Bandelow et Michaelis, 2015 ; Banihani et al, 2015 ; Christensen, 2016 ; Fayyad et al,
2007 ; Hinton et al., 2009 ; Pane et al.,, 2012 ; Poysky, 2007 ; Ruscio et al., 2010 ; Snow et
al,, 2013a).

d. Troubles neurologiques

Il a été montré une comorbidité entre la DMD et I'épilepsie partielle ou généralisée (DMD :
2 - 6,3 % ; population générale: 0,6 - 0,9 %) et les convulsions fébriles (DMD: 4 % ;
population générale : 2 - 5 %) (Fiest et al., 2017 ; Goodwin et al., 1997 ; Nakamura et al.,
2008 ; Pane et al,, 2013 ; Shinnar, 2003 ; Tsao et Mendel, 2006).

2. Chez la souris mdx

a. Réactivité au stress et a la peur

En étant particulierement exprimé dans 'amygdale cérébrale et les structures corticales,
le géne de la dystrophine semble jouer un roéle central dans la réactivité au stress et a la
peur chez plusieurs especes animales. Ceci a d’abord été suggéré chez la souris mdx qui
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exprime une forte réaction d’immobilisation tonique (freezing) en réponse a une
contrainte physique (par exemple la prise du cou de la souris entre le pouce et I'index de
I'expérimentateur). Cette réaction est significativement plus forte chez les souris mdx que
les souris saines. Elle est également robuste, résistante a I'extinction?, répétable et peut
ainsi étre induite de maniere stable. Ce comportement a ensuite été décrit chez la caille
japonaise ou I'analyse a haut rendement d'un transcriptome chez plusieurs lignées a
montré une association significative entre une région génomique comprenant le gene
DMD et la durée de I'immobilisation tonique. Ce comportement inné, déclenché par la
peur, serait également une réponse contre les prédateurs. Une étude par analyse
génétique par puces a ARN a suggéré que le gene DMD soit également impliqué dans la
réponse a la menace de prédation chez le tétard. Enfin une étude menée chez le porc a
montré qu’'une diminution de I’expression du géene DMD était associée avec un syndrome
de stress, conduisant parfois a la mort que ce soit lors de contention, du transport vers
I'abattoir ou a la suite d’anesthésie (Frésard et al., 2012 ; Mori et al., 2015 ; Nonneman et
al., 2012 ; Sekiguchi et al.,, 2009 ; Vaillend et Chaussenot, 2017).

Il a été montré que les souris mdx ne présentent pas de différence significative en
termes de néophobie ou de comportements de type dépressif, ce qui aurait pu contribuer
a augmenter la peur. Cela a été vérifié par des tests de nage forcée et des tests de
suspension caudale. Lors d’une contrainte physique conduisant au freezing, des mesures
d’hormone de stress adrénocorticotropique (ACTH) et des mesures de corticostéronémie
ne montrent pas de différence significative entre les souris mdx et saines. Enfin, il a été
vérifié que le freezing ne correspond pas ici a de la catalepsie (Vaillend et Chaussenot,
2017 ; Yamamoto et al., 2010).

L’administration intracérébrale d’oligomeres permettant un saut d’exon et ainsi
I'expression de la dystrophine cérébrale a induit une baisse du freezing chez les souris
mdx (Sekiguchi et al, 2009), confirmant le role cérébral dans ce comportement.
L’administration systémique d’oligonucléotides antisens tricyclo-acide
désoxyribonucléique (ADN) permettant I'expression de la dystrophine dans les muscles,
le coeur et le cerveau a également induit une normalisation du freezing chez les souris mdx
(Goyenvalle et al,, 2015).

I Lorsqu’un conditionnement est établi, son maintien n'est possible que si le stimulus inconditionnel (ici le
danger) continue a étre délivré. Si I'on cesse de présenter le stimulus inconditionnel apres le stimulus
conditionnel (ici la contention), la réponse conditionnée (ici le freezing) décroit progressivement pour finir
par disparaitre : c'est le phénoméne d'extinction.

La résistance a l'extinction correspond a la persistance du comportement de défense malgré un stimulus
conditionnel non suivi d’'un stimulus inconditionnel et répété. Dans cette étude, une contrainte physique a
été appliquée une fois par jour pendant six jours ou durant trois sessions de six essais sur la méme journée.
Le freezing restait stable entre les essais et était plus fort chez les souris mdx que chez les souris saines
(Vaillend et Chaussenot, 2017).
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Lorsqu’une souris mdx est placée dans une cage dans laquelle un congéneére inconnu
(male ou femelle) a été élevé durant les 2 jours précédents sans changement de la litiere,
le comportement de freezing a la suite d’'une contrainte physique était significativement
diminué et le comportement exploratoire (reniflements, locomotion et mise sur les pattes
arriere) était significativement augmenté par rapport a une souris placée dans une cage
propre. Le nombre de reniflements dans les cages ayant contenu un congénere inconnu
auparavant était comparable a celui des souris saines. Les souris étant territoriales et
déposant des marques olfactives, elles obtiennent par ce comportement des informations
sur le résident, méme en son absence. La réponse défensive a la contrainte physique était
donc perturbée par les informations sensorielles nécessitant I'attention et la mise en
mouvement chez la souris mdx (Yamamoto et al.,, 2010).

I a également été montré une augmentation des réponses défensives,
conditionnées ou non, face a des chocs électriques passant par le sol. Les souris mdx
semblent donc développer des comportements de défense — en réponse a un danger ou
une menace - plus importants (Sekiguchi et al.,, 2009). Le freezing observé chez la souris
mdx est un comportement de peur et de réaction au stress spécifique de cette espece. Or
les patients DMD présenteraient des troubles dits « sensoriels » et correspondant a une
hyper- ou une hyporéactivité en réponse a des informations auditives, visuelles, tactiles,
olfactives ou vestibulaires. Ces troubles sont généralement rattachés aux troubles du
spectre autistique. Chez les DMD, il s’agirait surtout d’hyperréactivité au toucher,
phénomeéne comparable au freezing chez la souris (Yamamoto et al., 2010).

b. Comportements liés a l'anxiété

[l n’existe pas de différence significative dans le comportement des souris mdxlorsqu’elles
sont placées dans un labyrinthe en croix surélevé (elevated plus maze), suggérant que les
souris mdx ne sont pas plus anxieuses que des souris saines (Sekiguchi et al., 2009).
Cependant lors de I'exploration d’'un environnement nouveau - réalisé dans un test en
terrain libre (openfield) - les souris mdx explorent significativement moins le centre du
dispositif que les souris saines (Vaillend et Chaussenot, 2017). 1l est donc difficile de
conclure a ce stade quant au niveau d’anxiété des souris madkx.

Cette différence peut s’expliquer par la complexité a tester I'anxiété. Ainsi de
nombreuses études ont montré que les effets des anxiolytiques varient fortement d’un
test a 'autre en fonction de la cible pharmacologique, du génotype des souris testées et
des conditions expérimentales (Clément et al.,, 2009).
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C. Comportements exploratoires et locomotion

Les activités horizontale (distance parcourue) et verticale (mise sur les pattes arriére) des
souris mdx mesurées dans un openfield ne sont pas significativement différentes de celles
des souris saines. Ce résultat a été vérifié en respectant le rythme circadien des souris et
il n’existe pas de différence significative entre les deux génotypes que ce soit durant la
phase lumineuse ou durant la phase nocturne (Vaillend et Chaussenot, 2017). Ces
résultats sont a mettre en paralléle avec I'absence de troubles locomoteurs significatifs
chez la souris mdx avant I'age de 15 mois (McGreevy et al., 2015).

Toutefois apres un épisode stressant conduisant a un comportement de freezing, les
souris mdx ont une activité horizontale et verticale significativement plus faible en
openfield que les souris saines, jusqu’a 12 heures apres, suggérant une adaptation plus
faible aux évenements stressants (Vaillend et Chaussenot, 2017). L’administration
systémique d’oligonucléotides antisens tricyclo-ADN induit I'augmentation de 'activité
horizontale et verticale en openfield apres un événement stressant. Cette activité n’est
alors significativement pas différente de celle d’'une souris saine (Goyenvalle et al., 2015).

d. Troubles de la mémoire

La diminution des regroupements de récepteurs GABAa dans le cortex et I'’hippocampe
semble augmenter les comportements inhibiteurs - comme le freezing - lors de stimuli
aversifs et améliorer le conditionnement par la peur (Crestani et al., 1999). Bien que les
souris mdx aient une diminution de ces regroupements et une forte réactivité a la peur,
elles présentent des déficits lors de conditionnement pavlovien par la peur (Chaussenot
etal, 2015 ; Vaillend et Chaussenot, 2017).

Des souris mdx placées dans une boite de Skinner (dispositif ou l'individu doit
actionner un levier pour obtenir une récompense) montraient des performances
comparables aux souris saines lors d’'un apprentissage a court terme (entrainement sur
quatre jours consécutifs) mais des performances tres altérées lors d'un test de rétention
de I'apprentissage a long terme (22 jours apres la derniere session d’entrainement).
L’utilisation d’un labyrinthe en « T » (T-maze) ou seul un des deux bras est récompensé a
confirmé que les souris mdx étaient significativement moins performantes que les souris
saines pour la rétention a long terme des apprentissages. Il a par ailleurs été suggéré que
la mémoire spatiale soit altérée (Vaillend et al., 1995). Afin de tester cette hypothese, deux
autres paradigmes expérimentaux utilisant un labyrinthe radial a huit bras n’ont pas
montré de différence significative entre la performance des souris mdx et celle des souris
saines. Il a été émis I'’hypothése que le labyrinthe radial a huit bras pourrait étre moins
discriminant que les tests précédemment décrits en raison du haut degré d’entrainement
des individus lors de ces tests (Chaussenot et al., 2015 ; Vaillend et al., 1998). L’étude du
comportement dans une piscine de Morris a montré que la progression de la performance
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des souris mdx était altérée par rapport a celle des souris saines ainsi qu’un déficit de la
rétention a long terme des apprentissages (Chaussenot et al, 2015 ; Vaillend et al., 2004).

Tous ces résultats suggerent un lien direct entre la perte de la Dp427 et un déficit de
la mémoire a long terme, ainsi qu'une altération des conditionnements par la peur.
Cependant les souris mdx ne montrent pas d’altération de la flexibilité cognitive
lorsqu’elles sont confrontées a différents paradigmes comportementaux. La Dp427
semble ainsi jouer un réle durant I'acquisition des apprentissages associatifs et dans la
consolidation des souvenirs (Chaussenot et al., 2015).

e. Troubles neurologiques

La perte de Dp427 chez les souris mdx semble étre associée a un risque épileptique. Ceci
a notamment été montré par administration de molécules convulsivantes (De Sarro et al.,
2004). L’hypothese avancée serait l'altération structurelle et fonctionnement de la BHE,
secondairement a la perte de la Dp427 (Nico et al, 2003, 2004, 2006), et associée a la
pathogenese de I'épilepsie (Marchi et al., 2007).

3. Chez le chien GRMD

Chez le chien GRMD, présentant une perte de la Dp427 uniquement, aucune étude n’a été
réalisée des points de vue neurologique, cognitif et comportemental. Celles réalisées sur
ce modele ont surtout permis de caractériser les troubles musculaires de ces chiens.

C. Troubles sensoriels

1. Troubles de la vision

Toutes les isoformes de dystrophine, a 'exception de la Dp116, sont hautement exprimées
dans la rétine. Les Dp427, Dp260 et Dp140 sont exprimées au niveau des neurones de la
couche interne. Pour rappel, la Dp427 est exprimée dans la couche nucléaire externe de
la rétine (en particulier dans le corps cellulaire des batonnets), dans la couche plexiforme
externe de la rétine (au niveau de la membrane postsynaptique des cellules bipolaires
dans les synapses avec les photorécepteurs) et dans la couche nucléaire interne de la
rétine (au niveau des dendrites des cellules bipolaires ON liés aux cones et dans les
cellules amacrines) (Wersinger et al,, 2011).

L’électrorétinogramme (ERG) est un test courant permettant de tester le
fonctionnement des cellules rétiniennes en réponse a une stimulation lumineuse. Cette
réponse représente la sommation des ondes produites par les différents composants.
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L’onde a reflete I'activité des cellules photoréceptrices, bipolaires et de Miiller (cellules
gliales). L'onde b reflete I'activité des cellules bipolaires et de Miiller. L’utilisation de
nombreux stimuli lumineux et conditions environnementales permet d’isoler 'apport des
cones et 'apport des batonnets. Les potentiels oscillatoires (Oscillatory Potentials, OP)
sont de petites ondes superposées a la partie croissante de I'onde b. L’origine exacte de
chaque OP reste inconnue mais il semblerait que les cellules bipolaires, amacrines et
interplexiformes soient impliquées.

Chez les patients DMD présentant une perte de la Dp427 uniquement, il a été mis en
évidence par ERG une perturbation des ondes b des cones, suggérant l'interruption du
signal entre les photorécepteurs - fonctionnant normalement car I'onde a est normale -
et les cellules bipolaires des cones chez ces individus (Figure 15.a). L’amplitude de I'onde
a des batonnets était subnormale chez cinq des sept patients étudiés et I'amplitude de
I'onde b des batonnets était réduite avec un ratio a sur b de 1:1 (ratio normal de 1:2) chez
I'ensemble des patients étudiés (Figure 15.b), suggérant une altération de la fonction
photoréceptrice des batonnets. Il n’a pas été mis en évidence d’irrégularité ni de faiblesse
anormale de la couche plexiforme externe par rapport a des individus sains par
tomographie en cohérence optique, suggérant que les altérations observées a I'ERG soient
dues a une altération de la transmission synaptique et de la polarisation membranaire.
Ces résultats montrent que la dystrophine interviendrait dans la transmission du signal
rétinien mais sont a nuancer par l'utilisation d’un flash tres lumineux lors des ERG de
I'étude et par la présence de troubles cognitifs chez certains patients, susceptibles
d’induire un biais (Ricotti et al., 2016).

Figure 15 - Electrorétinogrammes de cones et batonnets chez des patients atteints de la myopathie
de Duchenne présentant uniquement une perte de la Dp427 et des témoins (d'apres Ricotti et al,
2016). (a) La morphologie des ondes de I'ERG des cones montre que I'onde a est similaire chez les patients
DMD et les témoins mais que I'amplitude de I'onde b est plus petite, altérant I'’ensemble de la morphologie
des ondes. (b) L’'onde b pour les batonnets est réduite chez les patients DMD a la méme taille que 'onde a
donnant un ratio a sur b de 1, alors que chez I'individu témoin, 'onde b est plus grande que I'onde a avec un
ratio a sur b de 1:2.
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Malgré ces altérations de I'ERG, il n’est pas rapporté de troubles de la vision chez les
patients DMD présentant une perte de la Dp427 uniquement, que ce soit I'acuité visuelle,
la motilité oculaire ou la vision des couleurs (Costa et al, 2007 ; De Becker et al.,, 1994 ;
Sigesmund et al., 1994).

Chez le chien GRMD, il a été montré que 'amplitude des ondes a et b est réduite lors
de laréponse des batonnets, suggérant une diminution de I'activité électrique des cellules
photoréceptrices, bipolaires et/ou de Miiller. La diminution de 'amplitude de 'onde a
dans la réponse combinatoire cones-batonnets pourrait avoir pour origine un trouble de
la conduction du signal des batonnets. La diminution de la réponse au clignotement a
30 Hertz chez une partie des chiens GRMD pourrait en revanche montrer un trouble
partiel du signal des cones. De maniere similaire a de précédentes études, la morphologie
des OP varie d’un chien a 'autre mais les temps implicites n’étaient pas significativement
différents. Les OP étaient présents et bien isolés chez tous les chiens testés. De maniere
similaire aux patients DMD présentant une perte de la Dp427 uniquement, les GRMD
auraient de discrets troubles dans la transmission du signal rétinien, sans qu’il ne soit
rapporté d’altération clinique de la vision (Figure 16 ; Beltran et al.,, 2001).

Figure 16 - Electrorétinogrammes chez un chien GRMD (3,5 ans) et un témoin assorti du méme age
(d'apres Beltran et al., 2001). L’'onde a est représentée par la lettre « a » ; 'onde b est représentée par la
lettre « b » et les potentiels oscillatoires sont représentés par « OP ».
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De méme que pour les patients DMD présentant une perte de la Dp427 uniquement,
le chien GRMD ne semble pas présenter de signes d’altération de la vision, que ce soit lors
d’un parcours d’obstacle en conditions mésopiques (vision crépusculaire) ou photopiques
(vision diurne). Par ailleurs il n'a pas été trouvé d’anomalie significative lors de leur
d’examen oculaire (Beltran et al., 2001).

2. Troubles de 'audition

Il a été mis en évidence que les isoformes Dp427 et Dp116 sont présentes au niveau du
cytosquelette riche en actine des cellules ciliées internes et externes de l'appareil
cochléaire. Ce cytosquelette permet leur motilité et la stabilité de leur membrane. La
Dp427 serait également présente au niveau des synapses cochléaires. Le role de la
dystrophine dans l'audition a été suspecté lors de I'étude de l'affection génétique DFN4
(aussinommée DFNX3) causant une surdité. Son locus est entierement inclus dans le géne
DMD, suggérant que DFN4 soit un allele de ce gene ou une mutation d’'un gene imbriqué
dans le gene DMD (Pfister et al., 1998). Par ailleurs ces patients développent également
des troubles de la vision - vérifiés par électrorétinogramme - mais ne présentent pas de
troubles musculaires contrairement aux patients DMD (Pfister et al., 1999).

Chez la souris mdx, I'absence d’expression de la Dp427 conduirait a des troubles de
I'audition (Dodson et al, 1995). Raynor et Mulroy (1997) ont montré par étude des
potentiels évoqués auditifs une augmentation significative du seuil auditif (Figure 17.a)
et une baisse significative de 'amplitude de I'onde I correspondant au nerf auditif (Figure
17.b) chez la souris mdx par rapport a des souris saines, suggérant une surdité
sensorineuronale chez les souris mdx. Toutefois d’autres études réalisées chez la souris
mdx et la souris mdx3<’ n’ont pas confirmé ces résultats, les potentiels évoqués auditifs et
le réflexe de sursaut acoustique (réponse défensive aux stimuli sonores brusques) étant
comparables a ceux observés chez des souris saines (Chaussenot et al, 2015 ; Pillers et al.,
1999).
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Figure 17 - Potentiels évoqués auditifs chez la souris mdx (d'aprés Raynor et Mulroy, 1997).
(a) Réponses aux potentiels évoqués auditifs a 60 dB de niveau de pression acoustique (Sound Pressure
Level, SPL) chez les individus controles (en haut) et mdx (en bas) pour les ondes [ a V. L’amplitude est
indiquée sur I'axe des ordonnées et le temps de latence apres le clic sur 'axe des abscisses. (b) Comparaison
de 'amplitude de I'onde I pour des niveaux d’intensité croissants chez les individus controles et mdx.
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3. Troubles de I'olfaction

Il a été montré que le gene DMD est exprimé dans les cellules olfactives engainantes, les
astrocytes et les cellules granuleuses du bulbe olfactif (Blake et al., 1999). L’expression du
geéne a également été mise en évidence au niveau des cellules mitrales du bulbe olfactif
(Gérecki et Barnard, 1995), mais ce résultat n’a pas pu étre confirmé (Takatoh et al,
2008). La Dp427 jouerait un rdle dans l'olfaction. Il a ainsi été montré qu’elle serait
exprimée dans les PSD du bulbe olfactif chez le rat et que les souris mdx auraient des
comportements olfactifs moins importants que des souris saines (Kim et al, 1992 ;
Yamamoto et al, 2010). La Dp140 serait exprimée au niveau des PSD du bulbe olfactif
chez le rat et dans les cellules olfactives engainantes (Kim et al, 1992 ; Lidov et al., 1995).
Enfin la Dp71 serait exprimée dans les cellules olfactives engainantes, les astrocytes et les
cellules granuleuses du bulbe olfactif. Elle participerait ainsi a la fasciculation du nerf
voméronasal (Gorecki et Barnard, 1995 ; Takatoh et al., 2008).

D. Troubles de ’'hémostase

Il a été rapporté des troubles de I'hémostase chez les patients DMD, se traduisant par une
perte de sang significativement plus importante et plus longue que chez les patients non
DMD lors de chirurgie, en particulier lors d’interventions sur le rachis. Initialement, il a
été montré une baisse modérée de la réponse plaquettaire par induction avec la
ristocétine (antibiotique induisant une agrégation plaquettaire en agissant sur le facteur
de Willebrand) chez les patients DMD (Forst et al., 1998). Néanmoins cette hypothese est
aujourd’hui remise en cause en raison de l'absence de saignement majeur lors
d’administration d’anticoagulant, effet typique d'un trouble plaquettaire primaire ; et de
I'expression uniquement de la Dp71 dans les plaquettes, au niveau de leur cytosquelette
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(Cerecedo et al., 2005). Aujourd’hui I'hypothése dominante serait un trouble de la phase
vasculaire lors de I'hémostase primaire. L’origine serait un défaut de la vasoconstriction
périphérique par dysfonctionnement des cellules musculaires lisses des vaisseaux
sanguins exprimant le géne de la dystrophine (Noordeen et al, 1999 ; Turturro et al,
2005).

E. Troubles de la reproduction

A T'heure actuelle, aucune étude n’a rapporté de troubles de la reproduction chez les
patients DMD. Cela est a rattacher au contexte médico-social. Toutefois il a été montré que
la Dp71 est présente dans les spermatozoides et que la perte de cette isoforme conduirait
a une sévere altération de la morphologie des flagelles des spermatozoides a l'origine
d’une perte de motilité (Hernandez-Gonzalez et al., 2005).

Une étude menée chez des chiens GRMD montre que leurs parametres séminaux
sont similaires a ceux observés chez des chiens Golden Retriever sains, a 'exception d'un
parameétre : les substances réagissant a 'acide thiobarbiturique (Thiobarbituric Acid
Reactive Substances, TBARS). Les TBARS sont un marqueur de I'oxydation des lipides. Ce
parameétre était significativement plus bas dans la semence des chiens GRMD. La
diminution de l'activité oxydante pourrait étre en lien avec un trouble de la réaction
acrosomiale et la capacitation spermatique. Cependant les TBARS sont un marqueur peu
spécifique du stress oxydant et I'absence de valeurs de référence chez le chien ne permet
pas de conclure avec certitude a un trouble de la fonction séminale chez les chiens GRMD
(Peres etal, 2014).

IV. A larecherche de biomarqueurs d’atteinte neurocognitive

Un marqueur biologique, ou biomarqueur, peut étre défini comme « une caractéristique
mesurée de maniére objective et évaluée comme indicateur de processus biologiques
normausx, de processus pathologiques, ou de réponses pharmacologiques résultant d'une
intervention thérapeutique » (Biomarkers Definitions Working Group, 2001).

Bien qu'il soit indispensable de tenter de caractériser d’éventuels troubles cognitifs
chez ces chiens, la mesure de la cognition reste un véritable défi (Rowe et Healy, 2014).
Le chien est la seule espece - a I’exception des primates - capable de comprendre avec un
haut degré de précision les signaux de communication de I'humain, tels que de subtils
mouvements des yeux, pouvant rapidement conduire a I’existence de biais expérimentaux
(Miklosi et al., 1998). 11 a ainsi été montré que la communication entre le chien et '’humain
utiliserait les mémes voies physiologiques que la communication entre la mere et son
enfant. Ceci serait lié a la coévolution entre ces deux especes (Nagasawa et al,, 2015).
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Or le chien GRMD, par son expression clinique proche des DMD, occupe une place
centrale dans les essais précliniques. Ainsi la recherche de biomarqueurs d'un processus
pathologique neurologique, voire de troubles cognitifs s’ils existent, pourrait permettre
de mieux comprendre la pathogenése de la myopathie de Duchenne et d’aider les
chercheurs a améliorer 'utilisation du chien GRMD en évitant la mesure directe de leurs
capacités cognitives.

1. Le peptide B-amyloide comme biomarqueur de troubles cognitifs

a. Origine

Le peptide B-amyloide, décrit initialement par Glenner et Wong (1984), est un
fragment protéolytique de la protéine précurseur de l'amyloide (Amyloid Precursor
Protein, APP), codée sur le locus q21.2 du chromosome 21 chez I'humain. Cette protéine
transmembranaire est présente physiologiquement dans le SNC au niveau des
membranes présynaptiques. Elle est impliquée dans la formation des synapses, la
croissance axonale et dendritique, et la survie neuronale (De Strooper et Annaert, 2000).

L’APP peut étre clivée en deux sites permettant la libération du peptide 3-amyloide
(Figure 18). La B-sécrétase coupe la chaine d’acides aminés de I'’APP sur sa partie
extracellulaire, libérant une fraction soluble (soluble Amyloid Precursos Protein, sAPP). Le
complexe y-sécrétase hydrolyse ensuite la chaine d’acides aminés de I’APP en partie
transmembranaire libérant le peptide B-amyloide et le domaine intracellulaire de I'’APP.
Principalement deux isoformes de peptides f-amyloides coexistent : un variant de 40
acides aminés (AP4o) et un variant de 42 acides aminés (Af42). Le premier est le plus
abondant, alors que le second est considéré comme pathologique car il a tendance a
s’agréger (Bergmans et De Strooper, 2010 ; Masters et Selkoe, 2012). Les peptides [3-
amyloides sont sécrétés physiologiquement dans le compartiment extracellulaire et sont
présents aussi bien dans le LCS que le plasma (Selkoe, 2008).
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Figure 18 - Mécanisme de protéolyse de I’Amyloid Precursor Protein en peptide 3-amyloide (d'apres
Bergmans et De Strooper, 2010). (APP) protéine précurseur de I'amyloide ; (sAPP) protéine précurseur
del’amyloide soluble ; (AICD) domaine intracellulaire de la protéine précurseur de 'amyloide ; (Ap) peptide
B-amyloide.
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b. Peptide B-amyloide et troubles cognitifs

Il a été montré que sous certaines conditions de stress protéotoxique, de
vieillissement cellulaire ou en présence de mutations pathologiques, les peptides (-
amyloides, en particulier I’AfB42, peuvent échapper aux systemes de controle cellulaire
(protéines chaperonnes, systéme protéasome-ubiquitine, etc.) et s’agréger de maniére
non physiologique. Ces agrégats peuvent étre des oligomeéres ou des polymeres. Ces
derniers, en précipitant dans I'espace interstitiel cérébral, forment des assemblages
amorphes ou des assemblages hautement organisés par conversion du peptide soluble en
polymeres riches en feuillets 3 (Sweeney et al., 2017). Ceci conduit a 'accumulation de
plaques amyloides dans le cerveau, aussi appelées plaques séniles. De maniére similaire
aux prions, il semblerait que les assemblages de feuillets 3 puissent induire la conversion
d’hélices a en feuillets $, amplifiant 'agrégation des peptides -amyloides, et méme
s’étendre de neurones en neurones ou a la glie adjacente (Brettschneider et al, 2015 ;
Eisele et al., 2010).

L’accumulation de plaques séniles est un élément clé de la maladie d’Alzheimer et
est associée a un processus neurodégénératif, bien qu’il soit peu associé a un déclin
cognitif (Selkoe, 2008). En revanche, il a été montré que les oligomeéres solubles d’Af3 sont
a l'origine d’'une altération de la structure et de la fonction synaptique des neurones
glutamatergiques dans I’hippocampe. Ceci a pour conséquence un trouble de la LTP. Ces
oligomeéres sont ainsi a l'origine de troubles de la mémoire et de 'apprentissage tels
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qu’observés chez les patients affectés par la maladie d’Alzheimer (Selkoe, 2008). Enfin, il
a été montré que les oligomeres et les agrégats insolubles d’Af3 se fixent aux cellules
microgliales et aux astrocytes, et les activent. Ce phénomene est a l'origine d’'un état
neuro-inflammatoire chronique qui serait délétere au fonctionnement de ces cellules a
long terme (Heppner et al.,, 2015).

Chez les patients atteints par la maladie d’Alzheimer, une augmentation des taux
circulants de peptides A préceéde 'apparition de troubles cognitifs. De surcroit, on note
une corrélation positive entre la concentration plasmatique de peptides Af et I'atteinte
cognitive. Cependant les oligomeres solubles d’A3 ont tendance a se déposer autour des
capillaires de la BHE. Ainsi dans les stades tres avancés de la maladie, on peut observer
une chute des taux plasmatiques de peptides A car leur diffusion est séverement freinée
par fermeture de la BHE (De Meyer et al., 2010). Le peptide 3-amyloide est aujourd’hui
considéré comme un marqueur prédictif d’apparition des troubles cognitifs liés a la
maladie d’Alzheimer chez '’humain (De Meyer et al., 2010). Il a également été mis en
évidence que les taux plasmatiques d’Af42 sont significativement plus élevés chez les
patients atteints du Syndrome de Down (trisomie 21). Ceci est expliqué par une
surexpression de la protéine précurseur de 'amyloide, codée par le chromosome 21. Or
ces patients sont plus a risque de développer une démence clinique et des retards
mentauy, tels que la maladie d’Alzheimer (Abdel-Meguid et al., 2013 ; Masters et Selkoe,
2012 ; Tokuda et al.,, 1997).

C. Vers la validation d’'un biomarqueur chez le patient atteint de
la myopathie de Duchenne

Il a été montré que la mutation du gene codant pour la dystrophine serait un facteur
de risque de troubles cognitifs (Pane et al, 2012 ; Taylor et al, 2010). Or, comme évoqué
précédemment, une augmentation du taux circulant d’AB4z est associée a des troubles
cognitifs. Abdel-Salam et al. (2014) ont ainsi émis I'hypothese que les patients DMD
présenteraient un taux plasmatique d’AB42 significativement plus élevé que des individus
sains. Cette hypothese est renforcée par le fait qu'il existe une relation directe entre le
dépot de peptides AB42 insolubles apres une lésion cérébrale conduisant a une altération
de la BHE et des modifications des taux d’Af42 circulant dans le LCS. Or il a été rapporté
des perturbations structurales et moléculaires des cellules gliales et endothéliales chez la
souris mdx (Nico et al., 2006). Ceci conduirait a I'altération structurelle et fonctionnelle de
la BHE avec augmentation de la perméabilité vasculaire (Nico et al., 2003). Ce phénomeéne
serait renforcé dans les stades avancés de la maladie en raison d’'une hypoxie secondaire
au déclin progressif de la fonction respiratoire (Baydur et al.,, 1990).

Les résultats de I'étude menée par Abdel-Salam et al. (2014) montrent que le taux
plasmatique d’AB4z est significativement plus élevé de 80 % chez les patients DMD que
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chez les individus témoins, validant de ce fait leur hypotheése. Ils ont également montré
qu'il existe une corrélation négative entre le taux plasmatique d’AB42 et le QI chez ces
mémes patients.

d. Et chez le chien GRMD ?

En raison de l'existence de troubles cognitifs liés a I'dge (Canine Cognitive
Dysfunction Syndrome, CCDS) et d’'un environnement partagé avec I'humain, le chien est
aujourd’hui devenu un modele d’étude de la maladie d’Alzheimer (Adams et al.,, 2000a).
Par ailleurs il existe une importante homologie entre ces deux espéces pour le peptide (3-
amyloide (100 % de similarité), la protéine précurseur de 'amyloide (98 % de similarité)
et les enzymes protéolytiques de 'APP (92 a 100 % de similarité) (Johnstone et al., 1991).
Gonzalez-Martinez et al. (2011) ont mis en évidence une diminution significative du taux
plasmatique d’Af3 (variants de 40 et 42 acides aminés) avec I'age chez le chien sain. Ceci
semble étre la conséquence d’'une augmentation des dépots d’amyloide dans le cerveau,
sans qu'une baisse de la production du peptide ne puisse étre exclue. Par ailleurs les
auteurs ont observé une corrélation positive du taux plasmatique d’A3 avec I'apparition
de troubles cognitifs chez les chiens atteints. Dans les stades tres avancés, les auteurs ont
également observé une baisse du taux plasmatique d’A. Une autre étude a montré une
association entre la baisse du taux plasmatique d’A, 'apparition de troubles cognitifs et
I'apparition de plaques d’amyloide dans le cerveau chez le chien (Rofina et al.,, 2006). Ces
résultats sont analogues a ceux chez 'humain: on observe une diminution du taux
plasmatique d’Af avec I'dge chez les individus sains, mais une augmentation chez les
individus atteints. Dans les stades trés avancés, le taux plasmatique d’Af3 peut étre élevé
ou diminué comme conséquence de la formation de dép6ts d’amyloide.

Compte-tenu des résultats de I'’étude menée par Abdel-Salam et al. (2014) chez le
patient DMD et de l'identification du taux plasmatique de peptide -amyloide comme
biomarqueur prédictif des troubles cognitifs et de 1ésions histologiques cérébrales chez
les chiens atteints de CCDS (Schiitt et al.,, 2015, 2016), il semble tout a fait pertinent de
mesurer le taux plasmatique d’Afs42 chez le chien GRMD comme hypothétique
biomarqueur de lésions cérébrales voire de troubles cognitifs. Par ailleurs la mesure du
taux d’AB42 dans le liquide cérébrospinal semble étre également un marqueur pertinent
des troubles cognitifs chez les chiens atteints de CCDS. Il permettrait une détection plus
précoce mais la modalité de mesure est plus complexe (Borghys et al., 2017).
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2. Biomarqueurs de processus régénératifs des lésions cérébrales

a. Préambule

La recherche de biomarqueurs de processus régénératifs des 1ésions cérébrales est
pertinente pour mieux comprendre la pathogenese de la myopathie de Duchenne. Par
ailleurs, il semblerait que ces processus régénératifs soient activés chez les patients DMD
mais ne permettraient pas de contrebalancer les effets déléteres secondaires a la
mutation. En revanche, la littérature actuelle ne permet pas de trancher quant a
'identification de biomarqueurs spécifiques de la régénération cérébrale en raison de
leur implication en paralléle dans la régénération musculaire. Nous allons cependant
détailler quelques biomarqueurs potentiels.

b. Nerve Growth Factor

Le Nerve Growth Factor (NGF) est une neurotrophine impliquée dans la survie et la
différenciation des neurones durant le développement de I'’encéphale (Barde, 1994). Elle
permettrait de réduire les processus de neurodégénérescence (Tuszynski et Blesch,
2004). Or il a été montré que le taux plasmatique de NGF est significativement plus élevé
chez les patients DMD (Abdel-Salam et al., 2014) et que son expression dans I'encéphale
est significativement plus élevée chez la souris mdx (Nico et al, 2009). Cependant il a
également été montré que les fibres musculaires en cours de régénération chez le patient
DMD expriment le NGF, contrairement aux individus sains (Toti et al, 2003). Il devient
alors difficile de savoir si 'augmentation significative du NGF plasmatique chez les DMD
est associée au processus de régénération neuronale et/ou au processus de régénération
musculaire, rendant ce marqueur non pertinent dans le suivi des troubles cognitifs.

Par ailleurs une étude menée chez des patients souffrant de la maladie d’Alzheimer
a montré un taux de NGF dans le LCS significativement supérieur a celui d’'individus non
déments et du méme age. Il a été émis '’hypothese que le taux de NGF dans le LCS
refleterait directement le taux de NGF dans I'’encéphale (Hock et al,, 2000). En effet, la
partie active du NGF étant large et polaire, il n'y aurait a priori pas de passage possible a
travers la BHE (Tuszynski, 2002). La mesure du taux de NGF dans le LCS pourrait donc
étre un biomarqueur putatif plus pertinent que la mesure dans le sang chez le patient
DMD.

c. Cellules exprimant la protéine CD34

Les cellules exprimant la protéine CD34 sont impliquées dans la régénération
vasculaire et cérébrale. Issues de la moelle osseuse, ces cellules migrent via le sang
jusqu’au SNC (Guo et al,, 2009). Or il a été montré que le taux plasmatique de cellules
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exprimant la protéine CD34 est significativement plus élevé chezles patients DMD (Abdel-
Salam et al, 2014). En revanche Alfaro et al. (2011) ont montré chez la souris que la
protéine CD34 est également impliquée dans la régénération musculaire, rendant ce
marqueur également peu pertinent dans notre étude.

d. Cellules exprimant la protéine CD45

La disparition d’origine génétique des cellules exprimant la protéine CD45 chez la
souris (modele de la maladie d’Alzheimer) induit (1) une accélération du processus
d’amyloidose cérébrale, (2) 'accumulation cérébrale d’oligomeres solubles d’A3 et une
réduction d’Ap soluble dans le plasma, (3) une activation microgliale pro-inflammatoire
et anti-phagocytose d’Af et (4) un dysfonctionnement mitochondrial accompagné d'une
lyse neuronale (Zhu et al, 2011). Or il a été montré que le taux plasmatique de cellules
exprimant la protéine CD45 est significativement plus élevé chez les patients DMD,
indiquant I’existence d'un processus de régénération cérébrale (Abdel-Salam et al., 2014).
Cependant il semblerait que ces cellules soient également impliquées dans la
régénération musculaire et que leur taux soit significativement plus élevé en présence de
lésions musculaires (Ojima et al.,, 2004).

e. Cellules exprimant la protéine Nestin

Les souris mutées pour le géne codant la protéine Nestin présentent des troubles
précoces de la migration neuronale et développent une hydrocéphalie (Satz et al., 2010).
Chez le rat, cette protéine joue un réle important dans le remodelage et la réparation du
SNC (Wei etal, 2002). Cette protéine est également exprimée suite a des 1ésions induisant
une perte neuronale (Yu et al.,, 2008). Or il a été montré que le taux plasmatique de cellules
exprimant la protéine Nestin est significativement plus élevé chez les patients DMD,
indiquant I’existence d'un processus de régénération cérébrale (Abdel-Salam et al., 2014).
Néanmoins Nestin est un marqueur de cellules souches dans le SNC mais aussi dans le
muscle (Zimmerman et al., 1994). Ainsi on trouve ces cellules dans les muscles des
patients DMD alors qu’elles en sont normalement absentes (Sjoberg et al., 1994).

V. Bilan

La dystrophine est une protéine largement exprimée dans le SNC. Ses fonctions sont
multiples, en lien avec le grand nombre d’isoformes exprimées dans des types cellulaires,
des régions et des stades physiologiques différents. Un rdéle majeur est de lier le
cytosquelette d’'une cellule au milieu extracellulaire. Elle intervient également dans la
liaison entre les membranes neuronales pré- et postsynaptiques. Chez 'adulte, 1a Dp427
est exprimée dans les neurones pyramidaux de I'aire CA1 de I'hippocampe, les neurones
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inhibiteurs amygdaliens, les neurones inhibiteurs corticaux et les cellules de Purkinje du
cervelet. Cette isoforme y joue un réle dans la plasticité synaptique en favorisant'ancrage
des récepteurs GABAa et en limitant leur diffusion latérale extra-synaptique
(Doorenweerd et al,, 2017 ; D’Souza et al, 1995 ; Lumeng et al, 1999 ; Mehler, 2000 ;
Tadayoni et al., 2012 ; Tinsley et al, 1993 ; Tozawa et al., 2012 ; Waite et al.,, 2012 ;
Wersinger et al.,, 2011). Elle permettrait de réguler ou stabiliser |'efficacité des signaux
inhibiteurs, et ainsi, indirectement, la plasticité synaptique. La dystrophine et les DGC ne
semblent pas nécessaires a la synaptogenese GABAergique et au regroupement initial des
récepteurs GABAa, suggérant qu'ils pourraient stabiliser les densités postsynaptiques
GABAergiques apres la formation des circuits neuronaux. Bien que de multiples
mécanismes semblent prendre part a la plasticité et a la diffusion des récepteurs GABAa a
la surface des cellules, I'interaction de la dystrophine et des DGC avec le cytosquelette, la
matrice extracellulaire et les protéines transsynaptiques suggere leur contribution aux
mécanismes impliqués dans la régulation dynamique a court terme de la disponibilité des
récepteurs GABAa dans la transmission synaptique (Briinig et al., 2002 ; Lévi et al., 2002 ;
Mehler, 2000 ; Vaillend et al., 2008). La Dp427 est également exprimée au niveau de la
glie et des cellules vasculaires endothéliales intervenant dans la BHE (Abbottet al.,, 2010 ;
Nico et al,, 2003, 2004 ; Vaillend et al., 2008 ; Waite et al., 2012). Par toutes ces actions, la
dystrophine pourrait occuper une place centrale dans la consolidation des souvenirs, les
apprentissages mais aussi la métaplasticité et donc dans la capacité d’incorporer des
données supplémentaires dans un circuit déja encodé (Anderson et al., 1996 ; Grady et al.,
2006 ; Lévietal, 2002 ; Mehler, 2000 ; Muir et Kittler, 2014 ; Pilgram et al., 2009 ; Vaillend
etal, 2008).

La perte de la Dp427 induit la réduction du nombre de récepteurs GABAa présents
dans les densités postsynaptiques et ainsi I'efficacité de la transmission synaptique des
neurones inhibiteurs (Anderson et al., 2003, 2004 ; Briinig et al, 2002 ; Graciotti et al,,
2008 ; Knuesel et al., 1999 ; Kueh et al., 2008, 2011 ; Sekiguchi et al., 2009 ; Suzuki et al.,
2017 ; Waite et al,, 2012 ; Xu et al., 2015). En réponse, le seuil d’activation des récepteurs
NMDA des synapses excitatrices est altéré avec facilitation des STD, STP et LTP (Knuesel
et al, 1999 ; Miranda et al, 2011 ; Vaillend et al., 1999, 2004 ; Vaillend et Billard, 2002).
Un hypométabolisme du cervelet et du cortex cérébral ont été rapportés (Bresolin et al.,
1994 ; Lee et al.,, 2002). Par ailleurs, il existe des troubles de I'homéostasie calcique par
altération du regroupement de récepteurs présents a la surface des cellules gliales
transsynaptiques, se traduisant notamment par une augmentation de la PTP et une
sensibilité accrue a I'hypoxie (Haws et Lansman, 1991 ; Hopf et Steinhardt, 1992 ; Mehler
etal, 1992 ; Vaillend et al, 1998). Enfin, la BHE est altérée (Nico et al.,, 2003).

Chez I’humain, ces altérations structurelles et fonctionnelles s’expriment par une
baisse générale du QI, corrélée au génotype et donc au nombre d’isoformes absentes, et
des troubles de 'automatisation (Billard et al., 1992 ; Cotton et al., 2001, 2005 ; Moizard
etal, 2000 ; Poysky, 2007 ; Snow et al., 2013a; Taylor et al., 2010 ; Wingeier et al., 2011).
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Il est rapporté des scores d’instabilité émotionnelle, correspondant au neuroticisme, plus
importants dans la population DMD générale. Cette derniére semble présenter plus de
troubles relationnels avec leurs pairs (Darke et al, 2006 ; Fitzpatrick et al., 1986 ;
Jeronimus et al., 2016 ; Snow et al., 2013a). Il existe une comorbidité entre la DMD et les
troubles du spectre autistique, les troubles du déficit de ’attention avec hyperactivité, les
troubles anxieux (probablement liés a la condition chronique de la maladie), les troubles
obsessionnels compulsifs et les crises convulsives (Banihani et al., 2015 ; Goodwin et al.,
1997 ; Hinton et al., 2009 ; Nakamura et al, 2008 ; Pane et al., 2012, 2013 ; Poysky, 2007 ;
Snow etal.,2013a; Tsao et Mendel, 2006). Les études portant sur les capacités mnésiques
de ces patients restent cependant non concluantes (Snow et al., 2013a).

Chez la souris mdx, il est surtout noté une hyperréactivité a des contraintes
physiques se traduisant par un freezing plus long et plus intense, sans augmentation
anormale des hormones de stress (Goyenvalle et al., 2015 ; Sekiguchi et al., 2009 ; Vaillend
et Chaussenot, 2017 ; Yamamoto et al, 2010). Il est rapporté des altérations de
I'apprentissage associatif, qu’il soit classique ou opérant. Les études portant sur la
mémoire spatiale suggerent d’éventuels troubles (Chaussenot et al., 2015 ; Crestani et al.,
1999 ; Vaillend et al,, 1995, 1998, 2004 ; Vaillend et Chaussenot, 2017). Enfin, la perte de
Dp427 semble étre associée a un risque épileptique (De Sarro et al., 2004 ; Marchi et al.,
2007 ; Nico et al.,, 2003, 2004, 2006).

Chez le chien GRMD, aucune étude n’a été réalisée des points de vue neurologique,
cognitif et comportemental. Celles réalisées sur ce modele ont surtout permis de
caractériser les troubles musculaires de ces chiens. Malgré des altérations
électrophysiologiques, la perte de la Dp427 ne semble pas induire de troubles cliniques
de I'audition ou de la vision (Beltran et al,, 2001 ; Kornegay, 2017 ; McGreevy et al.,, 2015 ;
Valentine et al., 1988, 1990, 1992). Enfin, cette isoforme n’étant pas exprimée dans les
circuits de l'olfaction, au moins chez la souris, ce sens ne serait a priori pas altéré
(Yamamoto et al., 2010).

S’il est mis en évidence des troubles cognitifs chez le chien GRMD, le peptide Af42
plasmatique pourrait étre un biomarqueur pertinent des troubles cognitifs liés a la perte
de la Dp427.S'il est validé, ce biomarqueur permettrait de suivre I'évolution de I'atteinte
neurocognitive chez le chien GRMD. Il serait alors particulierement intéressant au cours
des essais thérapeutiques pour s’affranchir de la mesure directe des capacités cognitives,
ce qui reste un véritable défi chez cette espéce (Abdel-Salam et al., 2014 ; Miklosi et al.,
1998 ; Nagasawa et al,, 2015 ; Rowe et Healy, 2014 ; Schiitt et al., 2015 ; Taylor et al,
2010).
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DEUXIEME PARTIE : ETUDE EXPERIMENTALE
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I.

Objectifs de I'étude

La dystrophie musculaire de Duchenne (DMD) est la dystrophie musculaire la plus
fréquente avec une incidence estimée a 1 cas pour 3500 naissances de garcons (Emery,
1991). Elle est tres handicapante et réduit considérablement la durée de vie. Les progres
thérapeutiques ont permis de doubler I'espérance de vie pour atteindre 30 a 40 ans
(Kieny et al., 2013). Bien que les troubles les plus importants soient d’'ordre musculaire, il
est aujourd’hui admis qu'une mutation du gene codant la dystrophine induise des
troubles cognitifs. A 'heure actuelle, le modéle murin présentant une dystrophie
musculaire liée a I'’X (muscular dystrophy X-linked, mdx) est le seul qui a été étudié sur le
plan neurocognitif. Cependant les souris mdx présentent un phénotype musculaire
éloigné de celui des patients DMD et des chiens Golden Retriever atteints de dystrophie
musculaire (Golden Retriever Muscular Dystrophy, GRMD). Ainsi il n’existe aucune étude
publiée sur I'atteinte neurocognitive des chiens GRMD.

S’intéresser aux fonctions neurologiques et cognitives des patients DMD et des
chiens GRMD semble indispensable aujourd’hui. Cette dimension, essentielle a la guérison
des patients DMD et a leur bien-étre, pourrait alors étre intégrée lors des essais
thérapeutiques. Nous avons fixé trois buts a la partie expérimentale de cette these :

- Objectif 1: étudier la distribution des isoformes de dystrophine dans I'encéphale
chez le chien ; notre hypothese étant que seule la Dp427 n'y est pas exprimée chez le
GRMD (mutation proximale au-niveau de lintron 6). Les régions exprimant
normalement cette isoforme chez ’humain et la souris sont le cortex cérébral, les
cornes d’Ammon de 'hippocampe, 'amygdale cérébrale et le cervelet. Cette phase
préliminaire permettra d’émettre des hypotheses sur les potentiels troubles cognitifs
liés aux fonctions des régions atteintes ;

- Objectif 2 : étudier la faisabilité de tests cognitifs chez les chiens GRMD, prenant en
considération leurs déficits moteurs variables d'un chien a l'autre et leur
environnement de laboratoire, pour rechercher si des altérations du fonctionnement
cognitif existent et pouvoir suivre leur évolution. Chez les patients DMD et les souris
mdx, les troubles cognitifs sont variés et souvent discrets. Pour cela, trois tests ont été
mis en place : (1) un test d’openfield pour mesurer le comportement explorateur et
'activité, (2) un test de conditionnement opérant simple et compatible avec les
capacités motrices des chiens GRMD pour évaluer les capacités d’apprentissage, et (3)
un test de recherche de nourriture adapté du holeboard décrit chez plusieurs autres
especes pour mesurer la néophobie, I'anxiété, la mémoire spatiale et évaluer les
capacités d’apprentissage ;

- Objectif 3 : rechercher un biomarqueur de troubles neurocognitifs chez les chiens
GRMD. Cela permettrait de confirmer une étude menée chez I'’humain (Abdel-Salam
et al, 2014), et surtout d’obtenir un biomarqueur facilement mesurable. Il serait
particulierement utile lors des essais thérapeutiques de par sa mise en ceuvre simple.
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Nous émettons '’hypothese que la concentration plasmatique de peptides 3-amyloide
42 (AP42) soit un biomarqueur des troubles neurocognitifs chez le chien GRMD.

Les objectifs a terme sont d’'une part inclure I'évaluation de I'atteinte neurocognitive
dans les essais thérapeutiques menés sur le chien GRMD et d’autre part de prendre en
compte le handicap neurocognitif de ce modéle pour optimiser son bien-étre.

IIL. Objectif 1 - Etude de la répartition des isoformes de dystrophine

dans le systéme nerveux central par western blot

A. Matériels et méthodes

1. Animaux

Trois chiens GRMD et deux chiens sains du laboratoire de neurobiologie de I'Ecole
nationale vétérinaire d’Alfort et agés de six mois a 10 ans ont été inclus dans I’étude. Le
détail des chiens est donné dans le tableau 2. Les encéphales des chiens ont été prélevés
moins d'une heure apres leur déces.

Il a été placé un hémiencéphale (c6té aléatoire) dans une solution de formaldéhyde

a 10 %; et il a été prélevé le cortex cérébral, 'hippocampe et le cervelet de I'autre
hémiencéphale pour congélation directe a -80 °C.

Tableau 2 - Détail des chiens prélevés.

Age de
Nom Statut Race Sexe D_ate de Dafe‘du déces Cause de déces
naissance déces
(ans)
Euthanasie
Concombre Sain Beagle Male  30/06/2007 17/11/2017 10 (cedeme pulmonaire
cardiogénique)
Labrador Euthanasie
Bravo Sain Retri Male 07/08/2006 26/06/2017 10 (protocole de
etriever
recherche)
. Golden A Déces al'induction
Lyrik GRMD Retriever Male 12/03/2015 18/10/2017 2 d'une anesthésie
Golden N Euthanasie
NR] GRMD Retriever Male 31/03/2017 24/10/2017 0,5 (perte d’ambulation)
. Golden n Euthanasie
Jigoto GRMD Retriever Male 26/01/2014 07/12/2016 3 (cause digestive)
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2. Extraction et dosage des protéines

Les échantillons congelés de cortex cérébral, hippocampe et cervelet ont été broyés sous
azote liquide. Les protéines totales ont été extraites grace au tampon de lyse RIPA
(150 mM de NaCl ; 5 mM d’EDTA pH 8,0 ; 50 mM de Tris-HCl pH 8.0 ; 1,0 % de NP-40 ;
0,5 % de désoxycholate de sodium ; 0,1 % de dodécylsulfate de sodium) supplémenté en
inhibiteur des protéases (Sigma, Etats-Unis), puis une centrifugation a 13 000 x g pendant
15 minutes a 4 °C a été réalisée pour éliminer les débris cellulaires.

La concentration en protéines a été déterminée par dosage a I'acide bicinchonique
(ThermoFisher Scientific, Etats-Unis ; Smith et al., 1985).

L’extrait de protéines a été ensuite mis en suspension dans une solution tampon de
dépot (75 mM de Tris-HCl; 576 mM de glycine ; 10 % de dodécylsulfate de sodium ; 50 %
de glycérol ; 20 % de B-mercapto-éthanol ; 0,025 % de bleu de bromophénol).

3. Electrophorése

La cuve d’électrophorese a été remplie avec du tampon de migration (25 mM de Tris-HCI ;
192 mM de glycine ; 0,1 % de dodécylsulfate de sodium). Il a ensuite été déposé 5 ul de
marqueur de poids moléculaire (réf. 1610374, Bio-Rad, Etats-Unis) dans un premier puit
etl’équivalent de 150 pg de protéines dans les puits suivants sur un gel de polyacrylamide
contenant du dodécylsulfate de sodium a gradient de concentration 4-15 % (réf. 4561083,
Bio-Rad, Etats-Unis). La migration a été lancée a 150 V pendant 45 minutes, a température
ambiante. Chaque gel a été réalisé en duplicata.

4. Transfert en phase liquide

Les protéines ont été transférées sur une membrane de polyfluorure de vinylidene (réf.
1620174, Bio-Rad, Etats-Unis) dans une solution tampon de transfert (25 mM de Tris ;
192 mM de glycine ; 0,01 % de dodécylsulfate de sodium) a 150 mA pendant 20 heures a
4 °C.

5. Immuno-blot

Les sites non-spécifiques ont été bloqués avec une solution de blocage (6 % de lait
écrémé; 0,1 % de tween ; Tris) pendant une heure a température ambiante sur un
agitateur.

La partie supérieure (> 100 kDa) des membranes du premier duplicata a été incubée
avec un anticorps primaire monoclonal anti-dystrophine spécifique du domaine ROD

83



(réf. NCL-DYS1, Leica Biosystems Newcastle Ltd, Royaume-Unis) et permettant de révéler
la Dp427 mais pasla Dp71, dilué au 1/200¢me pendant 2h30 a température ambiante, puis
a été rincée 3x5 minutes dans du TBS (50 mM de Tris-HCl ; 150 mM de NaCl). La partie
inférieure (< 100 kDa) a été incubée avec un anticorps anti-GAPDH comme controle de
charge (réf. ab9484, Abcam, Royaume-Unis) pendant 1h a température ambiante, puis a
été rincée 3x5 minutes dans du TBS.

Les membranes du second duplicata ont été incubées avec un anticorps primaire
monoclonal anti-dystrophine spécifique du domaine C-terminal (réf. NCL-DYS2, Leica
Biosystems Newecastle Ltd, Royaume-Unis) et permettant donc théoriquement de révéler
I'ensemble des isoformes a 'exception de la Dp40, dilué au 1/200éme pendant 2h30 a
température ambiante, puis ont été rincées 3x5 minutes dans du TBS (50 mM de Tris-
HCI; 150 mM de NaCl).

Les membranes ont ensuite été incubées avec un anticorps secondaire polyclonal de
lapin anti-IgG anti-souris conjugué a la peroxydase (réf. P0260, Dako, Etats-Unis) dilué au
1/1000¢éme pendant 30 minutes a température ambiante, puis ont été rincées
3x10 minutes dans du TBS.

Enfin elles ont été incubées avec une solution de chémoluminescence ECL
SuperSignal (réf. 34095, ThermoFisher Scientific, Etats-Unis) pendant deux minutes a
I'obscurité. Un film radiographique (Kodak, Etats-Unis) a été exposé au contact de chaque
membrane durant une minute dans une chambre noire et a été développé.

B. Résultats

Nous avons rencontré des difficultés techniques avec les échantillons d’'un chien sain
(Bravo) ne nous permettant pas de les interpréter. Les résultats des différents essais
étaient trop variables pour ce chien (perte de la Dp427 sur une partie des puits). Les gels
originaux incluant Bravo sont présentés en Annexe 1.

Le marquage par I'anticorps Dys1 (domaine ROD) a montré la présence de Dp427
dans le cortex, le cervelet et 'hippocampe du chien controle (Concombre) et I'absence de
Dp427 dans ces zones chez les chiens GRMD (Figure 19.Dys1).

Le marquage par I'anticorps Dys2 (domaine C-terminal) n’a pas permis de mettre en
évidence la Dp427 pour I'ensemble des chiens testés. La Dp71 était présente chez
I'ensemble des chiens testés pour le cortex, le cervelet et I'hippocampe (Figure 19.Dys2).

Enfin le contréle de charge par la GPADH était positif sur 'ensemble des blots
(Figure 19.GAPDH).
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Figure 19 - Résultats du western blot avec marquage du domaine ROD et du domaine C-terminal de
la dystrophine dans le cortex, le cervelet et I'hippocampe chez un chien sain et trois chiens GRMD.
Le marquage de poids moléculaire est indiqué a gauche de la figure.
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C. Discussion

Nous avons ainsi pu mettre en évidence que la Dp71 et la Dp427 étaient présentes dans
le cortex, I'hippocampe et le cervelet chez le chien sain. Ce résultat, non montré a ce jour
chez cette espece, est similaire a ce qui a été montré chez '’humain et la souris sains. Par
ailleurs nous avons bien observé la disparition de la Dp427 avec conservation de la Dp71
chez le chien GRMD, conformément a ce qui a été montré chez les patients DMD avec
mutations proximales et la souris mdx (Mehler, 2000).

Il est étonnant que la Dp427 n’ait pas été visible lors du marquage par I'anticorps
Dys2 qui se fixe sur le domaine C-terminal de la dystrophine. Nous émettons 'hypothese
que la Dp71 était en trop grande quantité par rapport a la Dp427 dans les zones étudiées.
En effet nous avons probablement di exposer les films photographiques durant un temps
trop court pour observer la Dp427 mais allonger ce temps rendait le film non
interprétable en raison du marquage trop important de la Dp71 (Figure 20).
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Figure 20 - Exemple de western blot avec marquage du domaine C-terminal de la dystrophine et
exposition photographique longue chez un chien sain.
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En perspective, il serait intéressant (1) de réaliser une RT-qPCR afin de confirmer et
étendre les résultats précédents ainsi que d’obtenir une quantification de I'expression des
isoformes de dystrophine dans les différentes régions de I'encéphale, et (2) de réaliser des
coupes d’encéphale avec immunomarquage afin d’étudier la répartition cellulaire et
subcellulaire des isoformes de dystrophine chez le chien.

I11. Objectif 2 - Etude de faisabilité de I'évaluation de l'atteinte
cognitive

A. Matériels et méthodes

1. Animaux

Sept chiens GRMD et quatre chiens Golden Retriever sains du méme laboratoire et agés
d’un a sept ans ont été inclus dans I’étude. Le détail des chiens est donné dans le Tableau
3. Aucun animal testé n’était soumis a un autre protocole expérimental au moment des
expériences. Aucun animal n’a jamais subi d’entrainement cognitif ni de test éthologique
auparavant.

Les chiens sains étaient logés dans un batiment différent de celui abritant les chiens
GRMD et le dispositif expérimental. Ainsi, ils étaient transférés tous les matins d'un
batiment a 'autre avant 8h00. Ils étaient ensuite logés dans les mémes conditions que les
chiens GRMD. Une fois les tests de la journée terminés, ils étaient transférés vers leur
batiment d’origine. Toutefois tous ces chiens avaient auparavant déja été hébergés sur le
long terme dans le chenil ou étaient hébergés les chiens GRMD et connaissaient donc les
locaux.
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Durant toute la durée de I'évaluation cognitive (environ quatre semaines), la
quantité d’aliment distribué le matin a été divisée par deux afin d’augmenter la motivation
lors des tests, en particulier le holeboard (Vawter et Van Ree, 1989), soit 25 % de la ration
quotidienne entre 8h00 et 9h00 contre 50 % habituellement. Vers 13h00, le chien recevait
les 25 % restants. Enfin les chiens recevaient comme habituellement 50 % de leur ration
quotidienne entre 16h30 et 17h30. Ainsi les chiens recevaient une ration compléte
chaque jour.

Durant toute la durée des expériences, les chiens n'ont pas recu leur sortie
quotidienne dans une cour intérieure. Tous les chiens GRMD étaient portés de leur cage
jusqu’au dispositif expérimental. Ceci avait pour objectif d’avoir des chiens au maximum
de leur capacité physique lors des tests.

Tableau 3 - Détail des chiens évalués cognitivement. L’age est celui au premier jour des quatre semaines
d’expérience.

Nom Statut Sexe Stérilisation Date de naissance Age (ans)
Fébreéze Sain Male Oui 29/03/2010 7,3
Jpeg Sain Male Non 07/01/2014 3,5
Jappy Sain Male Non 17/02/2014 3,4
Messmer Sain Male Non 30/06/2016 1,1
Guizmo GRMD Male Non 08/06/2011 6,1
Goojah GRMD Male Non 29/04/2011 6,2
Jintonic GRMD Male Non 26/01/2014 3,5
Jybraltar GRMD Male Non 17/02/2014 34
JT GRMD Male Non 13/03/2014 3,4
Lyrik GRMD Male Non 12/03/2015 2,4
Lper GRMD Male Non 01/03/2015 2,4

2. Examen clinique

Avant inclusion dans I'étude, tous les chiens ont subi un examen clinique et neurologique
de routine. Il a en particulier été examiné la vision (dont les réflexes photomoteurs et
réflexes de clignement a la menace), l'audition, la démarche, la déglutition et la
préhension des aliments.

Les chiens présentant des troubles séveres, en particulier de la vision, de 'audition
ou de la fonction respiratoire (par exemple une bronchopneumonie) ont été exclus de
toutes les taches. Les chiens présentant des troubles trop importants de la locomotion, de
la préhension des aliments et de la déglutition ont été exclus des taches de
conditionnement opérant et de holeboard.
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3. Dispositif expérimental

Le dispositif général consistait en une salle vide d’environ 4 x 4 metres, maintenue a une
température ambiante d’environ 23 °C et silencieuse. Trois murs étaient constitués de
briques orange et le quatrieme correspondait a un mur modulable en bois. Le sol était
constitué de carreaux beiges réguliers. Les chiens entraient par une porte face au mur
modulable. Avant la série d’essais, entre deux essais et a la fin de la série d’essais, le sol
était lavé avec un agent nettoyant.

4. Test d’appétence

Un test d’appétence a été réalisé afin de vérifier que la récompense était adaptée a chaque
individu. Trois essais ont été réalisés a la suite. Durant chaque essai, il a été proposé au
chien de la nourriture a savoir une boulette d’aliment humide SPECIFIC Intensive Support
F/C-IN-W. Chaque essai était noté de la maniere suivante: (1) le chien mangeait
directement la nourriture, (2) le chien reniflait puis mangeait la nourriture, (3) le chien
reniflait et prenait la nourriture mais la recrachait, (4) le chien reniflait mais ne mangeait
pas, (5) le chien ne bougeait pas. Si le chien ne mangeait pas (score de 3, 4 ou 5), le test
était considéré comme non réussi et le chien était exclu des tests de conditionnement
opérant et de holeboard.

5. Openfield

Tous les tests ont été réalisés entre 09h00 et 17h00. L’'ordre de passage a été défini
aléatoirement. Les chiens étaient laissés seuls pendant 10 minutes dans le dispositif
(Figure 21). Apres ce délai, I'expérimentateur venait récupérer 'animal et éteindre les
caméras.

Une caméra vidéo (GoPro HERO4 12,0 MP) permettait d’enregistrer les chiens a tout
moment. Elle a été placée a trois metres de hauteur face au sol. Une autre caméra vidéo
(Canon LEGRIA HF R306) permettait d’enregistrer les chiens a tout moment, en
particulier leur comportement a I'entrée dans le dispositif. Elle a été placée a trois metres
de hauteur, sur un trépied, au-dessus du mur modulable et face a la porte. Les vidéos ont
été stockées sur un disque dur externe et un ordinateur personnel. Elles ont ensuite été
analysées avec les logiciels CowLog 3.0.2 (Hanninen et Pastell, 2009) et VLC Media
Player 2.2.8, apres entrainement de 'expérimentateur sur plusieurs vidéos.
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Figure 21 - Photographie de Jappy dans l'openfield.

Les variables comportementales relevées étaient : le temps passé inactif (immobile
enl’absence d’autres comportements) dont le temps passé assis ou couché, le temps passé
dans le centre de la piece (zone carrée de 2 x 2 metres), le temps passé dans la périphérie
de la piece, le nombre de flairages, le nombre de mictions et le nombre de vocalisations.

6. Conditionnement opérant

Tous les tests ont été réalisés entre 09h00 et 16h00. Il a été réalisé entre deux et trois
sessions d’entrainement par jour pendant trois jours consécutifs (J1 a ]3), puis trois jours
apres la derniere session (J6), et enfin onze jours aprés la derniére session (J17) afin de
tester la mémorisation a long terme. Chaque session comprenait 10 essais. Chaque essai
se déroulait de la maniere suivante : I'expérimentateur présente la récompense au chien,
puis dit « [nom du chien], assis. Assis. » ; si le chien s’asseyait, 'expérimentateur lui
donnait la nourriture ; sinon, I'expérimentateur répétait « assis », guidait le chien vers la
position assise, puis lui donnait la nourriture en répétant toujours « assis » et en le
félicitant (Figure 22). Si le chien s’asseyait avant que le mot « assis » ait été prononcé,
I'expérimentateur reculait avecla récompense pour que le chien se leve. Si le chien perdait
son attention avant la fin de I'essai, celui-ci était recommencé. L’ordre de passage a été
défini de maniere semi-aléatoire afin d’homogénéiser les heures auxquelles chaque
individu a été testé.
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Figure 22 - Photographie de Jt lors du conditionnement opérant.

Une caméra vidéo (Canon LEGRIA HF R306) permettait d’enregistrer les chiens a
tout moment. Elle a été placée sur un trépied a deux metres du chien et de
I'expérimentateur. Les vidéos ont été stockées sur un disque dur externe et un ordinateur
personnel. Elles ont ensuite été analysées par visionnage.

Chaque essai était noté de la maniere suivante : (+) si le chien s’asseyait et (-) si le
chien ne s’asseyait pas. Le score de chaque essai a été inscrit dans un tableau. Si le chien
connaissait déja la commande « assis » a la premiére session, il a été exclu. Pour chaque
chien, il a été évalué la faisabilité du test. Un chien refusant de réaliser les trois premieres
sessions a été exclu. Il a ainsi été calculé un indice de faisabilité comme le (nombre de
chiens inclus apres la troisieme session) / (nombre de chiens initialement inclus dans la
tache de conditionnement).

7. Holeboard

Sur le sol du dispositif, 16 pots (Figure 23) ont été fixés en formant quatre rangées
régulieres de quatre pots. La distance entre deux pots était de 50 centimetres. Les chiens
entraient par une porte face au mur modulable, puis étaient laissés seuls dans la piece.
L’essai était arrété lorsque le chien avait exploré tous les pots contenant de la nourriture,
ou lorsque 10 minutes s’étaient écoulées. Apres ce délai, I'expérimentateur venait
récupérer I'animal et éteindre la caméra. L’ordre de passage a été défini de maniere semi-
aléatoire afin d’homogénéiser les heures auxquelles chaque individu a été testé.
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Figure 23 - Schéma d’'un pot en coupe longitudinale. Un pot est constitué d'une gamelle en métal
contenant ou non un morceau de nourriture (N) et inclue sur un socle en plastique. Chaque socle est lesté
par 10 litres d’eau (E). Le dessous du bord de chaque gamelle a été imprégné de 'odeur de la récompense
afin d’empécher la discrimination des pots récompensés ou non par des indices olfactifs (I).
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Durant la premiére semaine de test (phase d’habituation), chaque chien a été testé
sur trois jours consécutifs avec un essai par jour entre 9h00 et 16h00. De la nourriture
était placée dans tous les pots (Figure 24). Le premier jour se déroulait sans
expérimentateur dans la salle. Le deuxiéme jour, un expérimentateur était placé al'entrée
du dispositif et restait immobile, debout, sans regarder les chiens afin d’éviter toute
interaction et donc tout biais. Dans le cas ou le chien n’explorait qu’en présence de
I'expérimentateur, alors celui-ci restait pour tous les essais suivants. Sinon les chiens
étaient seuls dans la salle afin d’empécher les interactions avec 'humain. A la fin de la
phase d’habituation, seuls les chiens ayant exploré plus de huit pots (50 % des pots)
étaient inclus dans la seconde phase. Il a ainsi été calculé un indice de faisabilité comme
le (nombre de chiens inclus aprés la phase d’habituation) / (nombre de chiens
initialement inclus dans la tache de holeboard).
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Figure 24 - Photographie de Febreze lors du premier jour de la phase d'habituation.

Durant la seconde semaine de test (phase d’entrainement), les chiens ont été
entrainés a chercher de la nourriture sur cinq jours consécutifs avec un essai par jour
entre 09h00 et 12h00 selon un motif défini de quatre pots récompensés et 12 pots non
récompensés (Figure 25). Pour chaque chien, il a été attribué aléatoirement un motif
parmi deux définis selon une regle générale (van der Staay et al.,, 2012). Les deux motifs
étaient symétriques afin de minimiser les différences de complexité (van der Staay, 1999),
tout en évitant une influence de la latéralité sur les performances de chaque groupe.

Figure 25 - Schéma des deux motifs de pots récompensés. Les deux motifs sont symétriques entre eux
et ne possedent qu’'un pot récompensé par ligne et par colonne.
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0000 0000
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Une caméra vidéo (GoPro HERO4 12,0 MP) permettait d’enregistrer les chiens a tout
moment. Elle a été placée a trois metres de hauteur, sur un trépied, au-dessus du mur
modulable et face a la porte. Par ailleurs, 'expérimentateur observait directement le
dispositif par le biais d'une fenétre par laquelle les chiens ne pouvaient le voir. Les vidéos
ont été stockées sur un disque dur externe et un ordinateur personnel. Elles ont ensuite
été analysées avec le logiciel VLC Media Player 2.2.8.

Les variables comportementales relevées étaient : le nombre de visites dans chaque
pot, le nombre de pots visités et le temps nécessaire pour terminer la session. Une visite
était définie comme le passage de la truffe du chien dans un pot. Un ratio de mémoire de
travail (Working Memory Ratio, WMR) a été défini comme le nombre de visites
récompensées / le nombre de visites et revisites dans le motif récompensé. Il représente
le pourcentage de visites dans le motif récompensé qui ont été renforcées par la
nourriture. Un ratio de mémoire de référence (Reference Memory Ratio, RMR) a été défini
comme le nombre de visites et revisites dans le motif récompensé / le nombre de visites
et revisites dans tous les pots. Il représente le pourcentage de visites dans le motif
récompensé par rapport aux visites dans I'ensemble des pots (van der Staay et al., 2012).

8. Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées avec R 3.4.3 pour Windows (R Foundation for
Statistical Computing, Autriche). Pour I'openfield, les chiens GRMD et les chiens sains ont
été comparés a l'aide du test non-paramétrique U de Mann-Whitney pour échantillons
indépendants. Les résultats entre deux mesures pour un méme groupe ont été comparés
a l'aide du test non-paramétrique de Wilcoxon pour échantillons appariés. Pour le
holeboard, les résultats entre les différentes sessions ont été comparés al’aide du test non-
paramétrique de Friedman. Dans le cas d'un résultat statistiquement significatif, il a été
réalisé un test post-hoc de Nemenyi. Ces tests ont été effectués a l'aide du paquet
« pmcmr » (Pohlert, 2014). Le seuil de significativité était considéré pour p < 0,05. Les
variables sont présentées sous la forme moyenne * écart-type de la moyenne.

B. Résultats

1. Animaux

La liste des animaux inclus dans I’étude est présentée dans le Tableau 3. Au premier jour
des tests cognitifs, les chiens GRMD avaient un 4ge et une température rectale comparable
aux chiens sains ; mais un poids plus faible, une fréquence cardiaque plus élevée et une
fréquence respiratoire plus faible (Tableau 4). Les examens cliniques sont détaillés en
Annexe 1.
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Tableau 4 - Comparaison des valeurs de I'examen clinique des chiens GRMD et des chiens sains. (°C)
degrés Celsius ; (bpm) battements par minute ; (mpm) mouvements par minute.

N . Température Fréquence Fréquence
Groupe Age (ans) Poids (kg) rectale (°C) cardiaque (bpm) respiratoire (mpm)
Sains (n = 4) 39+1,3 28,1+0,7 39,3+0,3 57+9 137 £ 14
GRMD (n=7) 4,0+0,6 23,4+1,7 38,7+0,1 94 +5 70 £ 15

L’examen clinique et le test d’appétence ont permis d’exclure quatre chiens GRMD
(Jintonic, Jybraltar, Lyrik, Lper) des tests de conditionnement opérant et du holeboard en
raison de difficultés a la préhension des aliments et a la déglutition ou d’un refus de la
nourriture.

2. Openfield

Quatre chiens sains et sept chiens GRMD ont été inclus. Un chien sain (Jappy) n’a pas
accompli la tiche entierement en raison d'une agitation trop importante le conduisant au
bout de trois minutes a forcer le mur amovible pour tenter de sortir. En raison du stress
induit, ce chien a été exclu de la suite de la tiche. L’ensemble des résultats est détaillé en
Annexe 3.

Les chiens sains avaient tendance a étre plus actifs que les chiens GRMD (sains : 477
+ 36 sec.; GRMD: 336 +66 sec.; U=5; p=0,27; Figure 26.A). Les chiens sains avaient
tendance a étre inactifs quasi-exclusivement debout (96 + 4 %) contrairement aux chiens
GRMD (temps inactif debout : 57 + 16 %). Il est a noter que trois chiens GRMD (Guizmo,
Jybraltar et Lyrik) sont restés inactifs plus de 70 % de la tache (dont plus de 60 % du
temps inactif assis ou couchés), alors qu’aucun autre chien n’a dépassé les 38 %. Dans
I'ensemble, le temps passé en périphérie était significativement supérieur au temps passé
au centre de la piece (périphérie : 484 + 28 sec. ; centre: 116 + 28 sec.; W=55;p=0,002;
Figure 26.B), sans différence entre les deux groupes (sains : 425 * 30 sec.; GRMD : 509 *
35sec.;U=17;p=0,18).
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Figure 26 - Résultat de l'openfield. (A) répartition temporelle de I'activité physique ; (B) répartition
temporelle du temps passé au centre ou en périphérie du dispositif. Les barres verticales correspondent a
I'écart-type de la moyenne.
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Les chiens sains avaient tendance a exprimer plus de comportements de flairage que
les chiens GRMD (sains:42 + 12 occurrences; GRMD: 32+ 6 occurrences; U = 6;
p = 0,38). Quatre chiens GRMD (Goojah, Jybraltar, Jt, Lper) ont réalisé une miction alors
qu’aucun chien sain ne I'a fait. Enfin aucun chien n’a vocalisé.

3. Conditionnement opérant

Quatre chiens sains sur cinq et trois chiens GRMD sur sept ont été inclus suite au test
d’appétence. A la premieére session, aucun chien ne savait s’asseoir sur commande. Un
chien sain (Jpeg) a été exclu en raison d'une peur de I'expérimentateur trop importante.
Un chien GRMD (Guizmo) a été exclu en raison d’une difficulté a s’asseoir et d’'un déficit
de I'attention trop séveres. Un chien GRMD (JT) a été exclu en raison d'un refus d’effectuer
la tache. L'indice de faisabilité était donc de 0,57 (4/7). Au bilan, trois chiens sains et un
chien GRMD ont été inclus a l'issue de la premiére session.

Les courbes d’apprentissages des chiens non exclus apres la premiere session sont
présentées en Figure 27. On note que les quatre chiens ont rapidement réussi la tache
jusqu’a atteindre un plateau avec 100 % de réussite a partir de la huitieme session.
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Figure 27 - Nombre d’essais réussis en fonction des sessions de conditionnement opérant. Seuls les
chiens non exclus apres la premieére session sont représentés. Les chiens sains sont en traits pleins et le
chien GRMD en pointillés.
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La tache de conditionnement opérant a été retentée chez les trois chiens exclus
apres la premiere session :

- Jpeg (sain) n’a jamais voulu réaliser la tache et s’est toujours placé a distance de
I'expérimentateur ;

- Guizmo (GRMD) a réussi entre un et trois essais par session mais fatiguait tres
rapidement ;

- Jt(GRMD) a appris a s’asseoir en deux sessions d'une méme journée apres
habituation a I'expérimentateur durant plusieurs jours.

4. Holeboard

Quatre chiens sains et trois chiens GRMD ont été inclus. Tous les chiens avaient déja visité
la salle lors des taches d’openfield et de conditionnement opérant. A la fin de la phase
d’habituation, trois chiens sains (Jappy, Jpeg, Messmer) ont été exclus en raison d'un refus
d’explorer les pots en présence ou non de I'expérimentateur. Ils cherchaient a s’échapper
de la salle et fuyaient les pots, sans jamais aller au centre du dispositif. Un chien GRMD
(Guizmo) a été exclu en raison d’'un manque de motivation. Au premier essai, il a exploré
six pots dans lesquels il a mangé la récompense. Aux essais suivants, il s’est couché et a
refusé de réaliser la tache. Un chien sain (Fébreze) et deux chiens GRMD (Goojah et Jt) ont
visité plus de la moitié des pots sur 'ensemble de la phase d’habituation. Ils ont ainsi été
inclus sur la phase d’entrainement et I'indice de faisabilité était donc de 0,43 (3/7).

Sur les trois jours d’habituation au dispositif, Fébreze et Goojah ont visité tous les
pots. En revanche, Jt n’a jamais visité les 16 pots en 10 minutes (Figure 28). L’ensemble
des résultats est détaillé en Annexe 3.
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Figure 28 - Nombre de pots visités en fonction des sessions d’habituation du holeboard. Seuls les
chiens non exclus apreés la phase d’habituation sont représentés. Les chiens sains sont en traits pleins et les
chiens GRMD en pointillés.
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Les trois chiens inclus ont ensuite été entrainés sans expérimentateur dans la salle.
La durée moyenne nécessaire pour terminer la tache diminuait globalement au cours des
sessions mais de maniere statistiquement non significative (F(4) = 5,07 ; p = 0,28 ; Figure
29.A). Le WMR moyen ne différait significativement pas entre les différentes sessions
(F(4)=3,79; p = 0,43 ; Figure 29.B). Le RMR moyen augmentait significativement au
cours de I'entrainement (F(4) = 10,64 ; p= 0,03 ; Figure 29.C). Les comparaisons post-hoc
utilisant le test de Nemenyi n’ont pas montré de différence significative entre les cinq
sessions (Tableau 5). L’ensemble des résultats est détaillé en Annexe 5.

Figure 29 - Résultat des sessions d’entrainement du holeboard. (A) évolution de la durée moyenne
pour terminer la tache au cours des sessions ; (B) évolution du ratio de mémoire de travail au cours des
sessions; (C) évolution du ratio de mémoire de référence au cours des sessions. Les barres verticales
correspondent a I’écart-type de la moyenne.
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Tableau 5 - Comparaisons post-hoc du ratio de mémoire de référence au cours des cinq sessions
d’entrainement du holeboard. (SEM) écart-type de la moyenne ; 2 comparaisons pour lesquelles on peut
évoquer un manque de puissance statistique.

Comparaisons post-hoc par le test de Nemenyi

Session Moyenne SEM 1 2 3 4
1 0,29 0,03
2 0,29 0,01 0,995
3 0,26 0,01 0,938 0,773
4 0,37 0,01 0,298 0,530 0,052
5 0,35 0,03 0,447 0,697 0,102 0,999
C. Discussion

1. Openfield

a. Faisabilité et anxiété

A Texception d'un chien sain (Jappy) pour lequel l'openfield était trop stressant,
I'ensemble de notre cohorte a pu réaliser la tache. L’ensemble des chiens a passé plus de
temps dans la périphérie de la piece que dans le centre. Ceci est expliqué par la taille
quatre fois plus grande de la zone périphérique par rapport a la zone centrale. Les chiens
GRMD avaient tendance a passer plus de temps en périphérie que les chiens sains. Chez la
souris, il a été montré que les individus les plus anxieux passent plus de temps dans la
zone périphérique (Seibenhener et Wooten, 2015). La transposition de I'interprétation de
la souris vers le chien est délicate car la premiere espece est une proie - et tend donc a
chercher a se cacher avec la peur - alors que la seconde est prédatrice. Par ailleurs il est a
noter qu’aucun chien de la cohorte n’a vocalisé. Or ces comportements auraient pu étre
informatifs sur le niveau d’anxiété des animaux. Il n’existe que tres peu d’études utilisant
I'openfield chez le chien et aucune ne fait référence au zonage centre/périphérie. Certaines
études portant sur la peur liée au bruit ont utilisé le temps d’inactivité comme marqueur
d’anxiété (Araujo et al.,, 2013 ; Barnard et al., 2017 ; Gruen et al., 2015 ; Head et al., 1997 ;
Siwak et al,, 2001, 2002 ; Wormald et al., 2016). Or nous avons vu que les chiens GRMD
avaient tendance a étre plus inactifs que les chiens sains, ce qui peut étre expliqué en
premiere hypothése par les déficits moteurs des chiens GRMD.

L’ensemble de ces résultats ne nous permet pas de conclure avec certitude sur des
différences du niveau d’anxiété entre les chiens sains et les chiens GRMD et il ne semble
pas exister de différence sur leur niveau d’exploration.
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b. Activité

Dans notre étude les chiens sains avaient tendance a étre plus actifs que les chiens GRMD.
Ces derniers avaient ainsi tendance a plus se coucher ou s’asseoir. Nous avons pris le
temps passé actif ou inactif plutot que la distance parcourue comme indicateur d’activité
en raison des difficultés locomotrices des chiens GRMD. Enfin la majorité des chiens
GRMD ont réalisé des mictions alors qu’aucun chien sain ne I'a fait. Les chiens GRMD
présentaient une fatigabilité notable et des difficultés locomotrices a des niveaux
variables.

L’ensemble de ces résultats ne nous permet pas de conclure avec certitude sur des
différences du tempérament exploratoire entre les chiens sains et les chiens GRMD.

C. Intéréts et limites de la tdche

Dans le cadre de notre étude, I'openfield n’a finalement trouvé qu’un intérét limité. Il n’a
pas permis de caractériser avec certitude le tempérament exploratoire ni le niveau
d’anxiété de notre cohorte. Cependant les trois chiens GRMD ayant été inactif la majeure
partie de la tache ont par la suite été exclus des taches suivantes soit en raison de leur
examen clinique (Jybraltar et Lyrik) soit en raison d'un refus d’effectuer la tache (Guizmo).
L’openfield pourrait ainsi compléter '’examen clinique pour confirmer l'exclusion des
chiens particulierement inactifs.

Par ailleurs nous avons pu objectiver un stress important chez Jappy lorsqu'il était
placé seul dans une salle inconnue. Cette information serait pertinente dans le cadre de
réhabilitation des chiens sains de laboratoire (nécessité d'un apprentissage renforcé de la
solitude). Nous proposons ainsi ce test dans ce cadre.

d. Pistes d’amélioration

Le mur amovible a été un point problématique car Jappy a tenté de le forcer. Il a di
entrevoir une sortie ou au moins une faiblesse en ce point ce qui a attiré son attention.
Idéalement il faudrait quatre murs en dur.

2. Conditionnement opérant

a. Faisabilité

Quatre chiens GRMD n’ont pas pu étre inclus en raison de leur examen clinique ou de leur
résultat au test d’appétence (difficultés de locomotion, a la préhension des aliments et a
la déglutition ou refus de la nourriture). Ceci est une limite importante liée a la myopathie.
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Alasuite de la premiére session, nous avons dii exclure un chien sain (Jpeg) qui n’a jamais
voulu réaliser la tache et s’est toujours placé a distance de 'expérimentateur (il est
rapporté une peur des inconnus par le personnel technique), un chien GRMD (Guizmo) en
raison d’une fatigabilité trop importante malgré une relative motivation et un chien GRMD
(Jt) en raison d’'un refus total a réaliser la tache. Cependant a la suite de la tache de
holeboard, Jt a été retesté et a montré qu'il était trés motivé et capable de réaliser la tache
de conditionnement opérant au bout de deux sessions sur une méme journée. Ceci peut
étre expliqué par une habituation a I'expérimentateur entre temps.

b. Courbe d’apprentissage

Cette tache a permis d’obtenir une courbe d’apprentissage avec atteinte d’'un plateau a
100 % de réussite pour I'ensemble des chiens en moins de 10 sessions. Le nombre de
sessions était donc suffisant.

La tres faible taille de notre échantillon ne nous a cependant pas permis d’explorer
d’éventuelles différences entre les chiens sains et les chiens GRMD.

C. Intéréts et limites de la tdche

Ce test de conditionnement opérant est un test facile a mettre en place, ne nécessitant que
peu de matériel et rapide a effectuer (atteinte du plateau en deux a trois jours). Il permet
d’obtenir des courbes d’apprentissages aisément comparables. Cependant les résultats
obtenus montrent que cette tache simple en apparence - a savoir apprendre a un chien a
s’asseoir en le récompensant avec de la nourriture humide appétente - est complexe dans
le cas de chiens présentant des difficultés locomotrices et non habitués a intéragir avec
une personne inconnue. Nous avons ainsi dii ne pas inclure ou exclure un trop grand
nombre de chiens.

d. Pistes d’‘amélioration

Le premier axe a améliorer concerne la récompense utilisée. La nourriture était la méme
que celle utilisée par les animaliers pour la prise de médicaments. Or il est rapporté que
les chiens ont tendance a préférer un aliment nouveau a un aliment habituel. On parle de
néophilie alimentaire (Serpell, 1995). De plus le personnel technique a rapporté qu’au
moins un chien GRMD (Lyrik) a associé cette alimentation avec une expérience négative,
pouvant étre a l'origine d’'une aversion alimentaire (Serpell, 1995). Tout d’abord nous
proposons donc d’utiliser une récompense alimentaire jamais utilisée jusque-la (par
exemple des dés de jambon, morceaux de saucisse, autre alimentation humide). Ensuite il
peut exister des préférences alimentaires individuelles et certains animaux ont présenté
des difficultés a la préhension et la déglutition du paté lors du test d’appétence. Ainsi,
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plutot qu'une standardisation de la récompense, nous estimons qu'’il faut individualiser
les récompenses en réalisant un test d’appétence couplé a un test de préférence
alimentaire (Hall et al., 2017). Rappelons que le but de cette récompense est d’étre le plus
appétent et la plus aisée a manger possible pour chaque individu afin d’augmenter sa
motivation et donc de jouer un role de renforgateur positif puissant. Ainsi individualiser
le type de récompense alimentaire permettrait d’effacer, au moins partiellement, ces

différences inter-individuelles.

Le second axe concerne le stress et la peur des animaux. Tout d’abord certains
chiens étaient familiarisés a peu d’humains. Par exemple Jpeg a toujours été tres distant
avec les inconnus. De maniére générale, ceci semblait étre plus marqué chez les chiens
sains (Jappy, Jpeg et Messmer). Cette différence peut s’expliquer par un nombre
d’interactions plus important des chiens GRMD avec le personnel soignant. Ensuite nous
avons vu que Jt a initialement refusé d’accomplir la tache. Il I'a accepté apres avoir
accompli la tdche de holeboard. Ceci peut s’expliquer par une habituation a
I'expérimentateur et a la salle. Nous proposons donc une phase d’habituation préalable a
la phase d’entrainement ou l’expérimentateur passerait du temps avec les chiens
individuellement et/ou collectivement dans la salle d’expérimentation en maximisant les
interactions positives.

Enfin nous pourrions compléter ce test en testant les chiens au moins trois semaines
apres leur derniere session afin d’apporter une information supplémentaire sur la
capacité de rétention de 'apprentissage a long terme (Vaillend et al., 1995).

3. Holeboard

a. Faisabilité

Comme pour la tache de conditionnement opérant, quatre chiens GRMD n’ont pas pu étre
inclus en raison de leur examen clinique ou de leur résultat au test d’appétence. A la suite
de la phase d’habituation, nous avons di exclure trois chiens sains (Jappy, Jpeg et
Messmer) en raison d’un stress trop important et un chien GRMD (Guizmo) en raison
d’'une fatigabilité trop importante et d'une motivation trop faible. La salle était déja
connue lors de la premieére session et I'habituation a été réalisée en l'absence et en
présence de l'expérimentateur. De plus deux des chiens sains exclus de la tache de
holeboard (Jappy et Messmer) ont réalisé et réussi la tache de conditionnement opérant.
Ainsi le stress des chiens sains semble donc étre secondaire au dispositif lui-méme. Ceci
s’est traduit par un refus de s’approcher des pots. On pourrait I'expliquer par une
néophobie vis-a-vis des objets.
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Parmi les chiens inclus dans la phase d’entrainement, Jt a été le seul a ne pas avoir
visité tous les pots lors de la phase d’habituation. Cependant c’est celui qui a obtenu les
meilleures performances lors de cette seconde phase. Il semble donc que la phase
d’habituation ait été suffisamment longue pour les trois chiens inclus en phase
d’entrainement.

b. Courbes d’apprentissages

Les trois chiens testés ont réussi a apprendre les motifs proposés. Ceci s’est traduit par
un temps pour réaliser la tache (visiter les quatre pots récompensés) de plus en plus court
et avec de moins en moins de visites dans les pots non récompensés (objectivé par le
RMR) entre les sessions. En outre les chiens avaient tendance a revisiter les pots
récompensés déja visités au sein d’'une méme session (objectivé par le WMR). Ces
résultats montrent que le chien est capable de comprendre et réaliser la tache de
holeboard. Ce test avait déja été réalisé chez l'abeille, la souris, le rat, la poule et le porc
mais jamais chez le chien a ce jour (Arts et al,, 2009 ; Demas et Brown, 1995 ; Nordquist
et al, 2011 ; Oades, 1981 ; Van der Zee et al., 1992). Un paradigme expérimental a été
proposé chez le chat mais celui-ci semble difficilement comparable au holeboard
classiquement décrit car les trous permettant I’accés a la nourriture étaient placés sur un
mur vertical (McCune et al., 2008).

De tres nombreuses variantes de cette tache ont été décrites (van der Staay et al.,
2012). Dans notre cas, le nombre de pots et la durée de chaque session semblaient
suffisants. Cependant il serait nécessaire d’augmenter significativement le nombre de
sessions d’entrainement pour obtenir une évolution plus franche des performances des
chiens.

La tres faible taille de notre échantillon ne nous a pas permis d’explorer
d’éventuelles différences entre les chiens sains et les chiens GRMD.

C. Intéréts et limites de la tdche

Ce test permet d’obtenir de tres nombreuses informations sur les individus. Par exemple
il nous a permis d’établir des courbes d’apprentissages et de performances aisément
comparables. Il nous a également informé sur le niveau de stress, la néophobie, la
motivation et la fatigabilité des chiens testés.

Cependant il nécessite de construire un dispositif important, bien que peu onéreux
(<100 €), dans une piéce assez grande (au moins 4 x 4 metres). Il nécessite également
beaucoup de temps puisque d'une part il faudrait idéalement prévoir plusieurs semaines
d’habituation (cf. infra) et plusieurs semaines d’entrainement (cf. supra), et d’autre part
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chaque session de 10 minutes prenait en réalité 30 minutes en incluant le nettoyage du
dispositif en raison des traces de nourriture restant dans les gamelles et la tendance de
certains chiens a uriner sur les pots laissant des marques olfactives.

d. Pistes d’amélioration

Le point fondamental a améliorer est ’habituation des chiens. Nous proposons plusieurs
pistes: (1) réaliser une habituation plus longue, avec objectivation du niveau
d’habituation, et ainsi arrét de cette phase a partir d’'un certain seuil uniquement (par
exemple apres exploration de 80 % des pots), (2) introduire les pots progressivement
(par exemple la salle vide, puis un pot, puis quatre pots, puis huit, puis la totalité) toujours
en les récompensant, (3) laisser explorer dans un premier temps avec des congéneres
pour favoriser les interactions avec les pots par facilitation sociale, puis sans congénére
(Miller et al., 2009).

Le deuxieme axe concerne la fatigabilité. Diminuer le nombre de pots aurait pour
effet de diminuer I'effort a fournir pour les chiens et donc de potentiellement intégrer des
chiens GRMD en moins bonne condition physique (par exemple Guizmo), mais
augmenterait |'effet plafond? rendant la tiche moins discriminante.

Le troisieme axe concerne la récompense utilisée. Les pistes proposées sont
sensiblement les mémes que celles décrites pour la tache de conditionnement opérant (cf-
supra). Cependant il faudrait idéalement utiliser une nourriture seéche ne laissant pas de
trace au fond des pots car certains chiens ont eu tendance a lécher des pots déja visités.
Cette condition peut étre problématique en cas de déglutition difficile.

Le quatriéme axe concerne les indices olfactifs. Nous avons imprégné le dessous du
bord de chaque gamelle avec 'odeur de la récompense afin d’empécher la discrimination
des pots récompensés ou non par des indices olfactifs (Figure 23). Cet emplacement était
directement accessible par les chiens et aurait pu avoir un role non désiré de renforgateur
en cas de 1échage. Nous suggérons d’inclure les indices dans un récipient sous la gamelle
et de percer le fond de la gamelle avec des trous suffisamment larges et nombreux pour
diffuser les odeurs mais suffisamment petits pour rester inaccessible au chien.

2 On peut ne pas trouver de différences entre deux groupes testés pour un caractére alors qu’en vrai cette
différence existe si pour un test donné, la majorité voire la totalité des sujets produisent un score tres faible
(effet plancher) ou tres élevé (effet plafond). Un exemple caricatural d’effet plafond serait de comparer les
performances mathématiques de deux groupes d’individus adultes sans atteinte neurocognitive en
demandant de réaliser des multiplications de la table de deux. La quasi-totalité des sujets répondront
correctement en dépit de profondes différences de performance dans la matiere (Martin et Bateson, 2007).
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Le cinquieme axe concerne la nécessité de réaliser cette tiche sur un échantillon
plus important de chiens sains (provenant de laboratoires ou de propriétaires) afin de
valider son utilisation chez cette espéce, ce qui n’a pas encore été décrit a ce jour.

Enfin nous pourrions réaliser une seconde phase d’entrainement avec un nouveau
motif une fois la premiere phase acquise. Ceci permettrait de tester la capacité des chiens
a s’adapter et a modifier leur apprentissage (Arts et al., 2009).

4. Effets d’'une tache cognitive sur la facilitation d’apprentissage

Nous avons observé au cours des expériences que les chiens étaient de plus en plus
motivés et excités a la vue de 'expérimentateur. Ce fut par exemple le cas de Jt qui a
accepté de réaliser la tache de conditionnement opérant seulement apres avoir réalisé la
tache de holeboard. Ceci est a mettre en lien avec le fait que ces chiens aient rarement
'occasion d’interagir avec des personnes inconnues. Cet effet, bien qu’a priori délétere sur
I'interprétation des taches selon leur ordre, pourrait étre utilisé pour augmenter la
motivation globale des chiens. Comme précédemment suggéré, I'’habituation a
I'expérimentateur trouve une place fondamentale pour la faisabilité de I'évaluation
cognitive de ces chiens d’'une part en diminuant I'anxiété face a I'expérimentateur et
d’autre part en augmentant la motivation des chiens pour les expériences a suivre. Par
ailleurs il est intéressant de noter que les chiens sains étaient moins stimulés que les
chiens GRMD qui bénéficiaient de plus de soins quotidiens. Ainsi les chiens GRMD étaient
plus familiers de ’humain mais pouvaient aussi avoir tendance a développer une aversion
en cas d’'expérience négative, comme ce fut le cas de Lyrik pour les récompenses
alimentaires associées a la prise de médicament.

Au-dela de I'effet motivationnel, I'étude du holeboard sur le porc a montré que les
individus testés avaient «appris a apprendre». Leurs performances étaient
significativement meilleures s’ils avaient déja accompli la tache avec un motif différent
que s’ils n’avaient jamais accompli la tache. Il a été suggéré que les animaux ont appris les
«regles » de la tache a savoir que seule une partie des pots sont récompensés (mémoire
de référence) et que les trous ne sont récompensés qu’'une fois par session (mémoire de
travail) (Arts et al, 2009). La réalisation d'une tache cognitive nécessitant un
apprentissage pourrait donc avoir un impact non négligeable sur les taches suivantes.

Une application, hors évaluation cognitive, serait le medical training. Outre le fait de
rendre la manipulation des chiens plus aisée, cet entrainement permettrait d’'améliorer le
bien-étre des chiens en augmentant les interactions positives entre le personnel et les
animaux, et de faciliter la mise en place de taches cognitives (Hall et al., 2015 ; Meunier et
Beaver, 2014).
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5. Application aux essais thérapeutiques

Le principal défi a relever lors du suivi des capacités cognitives au cours d’un essai
thérapeutique est de n’avoir pour variable que le traitement. Or ceci est illusoire. Au-dela
des différences innées exprimées notamment par le tempérament, chaque expérience
faconne l'individu et modifie ses circuits neuronaux. Il apparaitra donc forcément des
différences interindividuelles au cours du temps. Il sera alors fondamental de traiter les
chiens de maniére comparable tout au long de l'essai thérapeutique afin de ne pas
entrainer inconsciemment certains chiens a des paradigmes cognitifs ni créer de peur face
aune situation. Le medical training pourrait étre bénéfique en standardisant un maximum
les procédures de soins (par exemple la prise de médicament).

Par ailleurs, comme discuté précédemment, I’étude du holeboard chez le porc a
présenté I'impact bénéfique d’une tache cognitive sur 'apprentissage de la suivante (Arts
etal,2009). Cet effet devra nécessairement étre pris en compte en cas de répétition d'une
tache cognitive a plusieurs moments-clés d'un essai thérapeutique (par exemple avant
prise du traitement, aprés un mois de traitement, puis apres six mois de traitement). En
outre il peut aussi étre intéressant de comparer la capacité de rétention d'un
apprentissage a long terme entre le groupe traité et le groupe témoin par cette répétition
de I'apprentissage.

6. Proposition d’autres taches d’évaluation cognitive pour des études
futures

De trés nombreuses taches cognitives ont été décrites a ce jour chez de nombreuses
especes. Nous ne décrirons que les paradigmes expérimentaux (1) ayant été validés chez
le chien, (2) réalisables par le chien GRMD c’est-a-dire ne nécessitant pas un effort
physique trop important, ne faisant pas appel a la vitesse de réalisation, etc. et (3) ayant
montré une capacité a discriminer correctement des chiens présentant des troubles
cognitifs (par exemple des chiens atteints du syndrome de dysfonctionnement cognitif
canin).

a. Labyrintheen T

Le labyrinthe en T (Figure 30) est un test d’apprentissage spatial plus simple que la tache
de holeboard. Le principe est de ne récompenser qu'un seul des deux bras (gauche ou
droite). Le sujet apprend ainsi a toujours emprunter le méme bras (défini a 'avance). Ala
suite de cet entrainement, il est possible de réaliser une inversion de I'apprentissage en
modifiant le bras récompensé. Ceci permet de tester la capacité de I'animal a s’adapter et
a modifier son apprentissage. Initialement développé chez les rongeurs, ce test a par la
suite été proposé chez le chien (Mongillo et al,, 2013 ; Sanders et al., 2011).
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Figure 30 - Schéma du labyrinthe en T.
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b. Tache de non-appariement différé a une position

i Paradigme expérimental

La tache de non-appariement différé a une position (Delayed Non-Matching to Position
task, DNMTP) consiste a présenter une planche avec deux trous au chien. La premiere
phase, dite d’échantillonnage, consiste a placer une récompense dans I'un des trous et a
le recouvrir avec un objet. Le chien doit pousser |'objet pour obtenir la récompense. Une
fois la récompense obtenue, I'expérimentateur retire la planche pendant un délai
préalablement défini (par exemple 10 sec.). Pendant ce temps, il place une récompense
dans l'autre trou et recouvre les deux trous avec deux objets identiques a celui
initialement présenté. Une fois le délai passé, il est réalisé la seconde phase, dite de
correspondance, ou I'expérimentateur présente de nouveau la planche au chien. Le chien
doit alors pousser l'objet au-dessus du trou qui n’avait pas été récompensé lors de la
premiére présentation pour obtenir la nouvelle récompense (Figure 31). Dans un second
temps, il peut étre réalisé un test de délai progressif. Celui-ci consiste a répéter la tache
en augmentant progressivement le délai entre la phase d’échantillonnage et la phase de
correspondance (Adams et al.,, 2000b ; Head et al., 1995).
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Figure 31 - Schéma du paradigme expérimental de la tiche de delayed non-matching to position
(DNMP). (+) trou récompensé ; (-) trou non récompensé.
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La DNMTP est une tache simple, rapide et peu onéreuse a mettre en place. Elle
permet de tester la mémoire spatiale du chien ainsi que sa capacité de rétention des
apprentissages.

ii. Variantes

Il est possible de jouer sur le nombre de trous présentés a I'animal pour modifier la
difficulté de la tache. Ainsi il a été décrit une variante utilisant trois trous chez le chien et
neuf trous chez les primates (Borghys et al., 2017 ; Studzinski et al., 2005 ; Yhnell et al,,
2016).

La tache d’appariement différé a une position (Delayed Matching to Position task,
DMTP) est identique a la DNMTP a l'exception que la récompense durant la phase de
correspondance est placée du méme c6té que durant la phase d’échantillonnage (Squire,
2009).

La tache de non-appariement différé a un modele (Delayed Non-Matching to Sample
task, DNMTS) fait appel a la capacité a discriminer des objets et non des emplacements. Il
est nécessaire d’utiliser une planche a trois trous. Durant la phase d’échantillonnage, il est
présenté un objet de référence (par exemple une pyramide) cachant le trou central
contenant une récompense. Une fois la récompense trouvée, la planche est retirée durant
un délai défini. Il est alors réalisé la phase de correspondance ou un objet identique a celui
de la phase d’échantillonnage est placé au-dessus d'un trou latéral non récompensé et un
objet différent (par exemple un cube) est placé au-dessus de I'autre trou latéral qui lui est
récompensé. L'animal doit alors apprendre a interagir avec l'objet qui ne lui a pas été
présenté initialement (Squire, 2009).
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La tache d’appariement différé a un modele (Delayed Matching to Sample task,
DMTS) est identique a la DNMTS a 'exception que la récompense durant la phase de
correspondance est placée sous le méme objet que celui présenté durant la phase
d’échantillonnage (Squire, 2009).

c. Tache de discrimination d’objet et d’apprentissage inversé

La tache de discrimination d’objet et d’apprentissage inversé est réalisée en trois étapes.
Tout d’abord il est réalisé un test de préférence entre deux objets pour chaque chien.
Chaque objet est placé aléatoirement au-dessus d'un trou contenant chacun une
récompense alimentaire. Il est réalisé 10 essais et I'objet le plus fréquemment choisi est
considéré comme le «préféré». Dans un second temps, il est réalisé 20 essais
d’apprentissage de discrimination de l'objet. A chaque essai, les objets sont placés au-
dessus d’'un trou (position aléatoire entre les deux trous) et une récompense est placée
dans le trou sous l'objet « préféré ». Le but est d’apprendre au chien a toujours visiter le
trou recouvert par son objet « préféré », permettant de tester la capacité du chien a
discriminer deux objets. Enfin il est réalisé une phase d’apprentissage inversé sur le méme
principe mais la récompense est placée sous l'objet qui n’a pas été désigné comme
« préféré », permettant de tester la capacité du chien a modifier son apprentissage
(Borghys et al, 2017).

IV. Objectif 3 - Recherche d'un biomarqueur par mesure
plasmatique de peptide B-amyloide 42 par ELISA

A. Matériels et méthodes

1. Animaux

Onze chiens GRMD et 10 chiens Golden Retriever sains du méme laboratoire, tous agés de
deux a trois ans et demi ont été inclus dans I’étude. Le détail des chiens est donné dans le
Tableau 6. Aucun animal n’a jamais subi d’entrainement cognitif ni de test éthologique
auparavant.
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Tableau 6 - Détail des chiens prélevés.

A Date de Durée de
Nom Statut  Date de naissance Age (ans) prélévement '(,:onser\_/ation de
I’échantillon (ans)

Dingo Sain 01/08/2008 33 16/11/2011 5,8
Dzer Sain 18/11/2008 2,1 08/12/2010 6,7
Fébreze Sain 29/03/2010 2,7 19/12/2012 4,7
Haribo Sain 05/03/2012 2,6 29/09/2014 29
Hawai Sain 05/03/2012 2,1 02/04/2014 34
Hello Sain 04/03/2012 2,7 29/10/2014 29
Jackpot Sain 17/02/2014 2,0 17/02/2016 1,6
Jappy Sain 17/02/2014 35 08/08/2017 0,1
Jedi Sain 10/01/2014 2,5 06/07/2016 1,2
Jpeg Sain 07/01/2014 3,6 08/08/2017 0,1
Goojah GRMD 29/04/2011 2,5 13/11/2013 3,8
Guignol GRMD 08/06/2011 2,6 13/01/2014 3,6
Guizmo GRMD 08/06/2011 2,3 12/09/2013 4,0
J.O. GRMD 25/01/2014 2,8 25/10/2016 0,9
Jigoto GRMD 26/01/2014 2,8 03/11/2016 0,8
Jintonic GRMD 26/01/2014 35 08/08/2017 0,1
JT GRMD 13/03/2014 34 08/08/2017 0,1
Jvago GRMD 10/03/2014 2,1 30/03/2016 1,4
Jybraltar GRMD 17/02/2014 35 08/08/2017 0,1
Lper GRMD 01/03/2015 2,4 08/08/2017 0,1
Lyrik GRMD 12/03/2015 2,4 08/08/2017 0,1

2. Procédure

Des échantillons de sang (6 ml) ont été prélevés au niveau d’une des veines jugulaires de
chaque chien entre 2010 et 2017. Les échantillons ont immédiatement été transvasés
individuellement dans un tube sec gélosé. Chaque tube a été centrifugé (3000 g; 4 °C;
10 minutes). Le sérum obtenu a été transvasé dans un tube sec étiqueté etimmédiatement
congelé a - 80 °C.

Le taux sérique d'APs2 a été mesuré avec un kit ELISA (Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay) compétitif (réf. MBS742661, MyBioSource Incorporation, Etats-
Unis). Les échantillons ont été analysés en duplicata, d’'une part sans dilution et d’autre
partavec une dilution a 1:2. Les échantillons ont été analysés par méthode colorimétrique
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a l'aide d’'un photometre pour microplaques avec un filtre a 450 nm (Multiskan EX
Microplate Reader, ThermoFisher Scientific, Etats-Unis).

Une modélisation par régression logistique a quatre parametres linéaire basée sur
les mesures de densité optique des échantillons standards a été effectuée pour calculer
les concentrations au sein de notre échantillon.

Il a été exclu les valeurs aberrantes (concentration calculée trop éloignée des autres
réplicas techniques du méme animal). Si les deux valeurs d’'une méme dilution étaient
aberrantes, alors toute la dilution était exclue. Si 'ensemble des réplicas d’'un méme
animal restait non interprétable, alors I’animal était exclu. Il en était de méme si ’animal
présentait des valeurs hors gamme.

3. Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées avec R 3.4.3 pour Windows (R Foundation for
Statistical Computing, Autriche). La courbe standard de ’analyse ELISA a été obtenue par
régression logistique a quatre parametres a l'aide du paquet « drc » (Ritz et al, 2015). La
comparaison du taux plasmatique d’AB4z chez les chiens sains et GRMD a été réalisée par
un modele linéaire a effets mixtes avec réplication des mesures de chaque échantillon
sanguin comme effets aléatoires al’aide du paquet « nlme » (Pinheiro et al.,, 2017). Le seuil
de significativité était considéré pour p < 0,05. Les variables sont présentées sous la forme
moyenne * écart-type de la moyenne.

B. Résultats

1. Animaux

La liste des animaux inclus dans I’étude est présentée dans le Tableau 6. L’age des chiens
dans les deux groupes était comparable (sains : 2,7 + 0,2 ans ; GRMD : 2,8 £+ 0,2 ans). L’age
des sérums était plus élevé dans le groupe sain que dans le groupe GRMD (sains : 2,9 £ 0,7
ans; GRMD: 1,4 £ 0,5 ans).

2. Courbe standard

La courbe standard générée correspond a un modele logistique a quatre parameétres
(R?=0,972 ; Figure 32) dont I'équation est la suivante :

A1 — 4,

1+ (xio)p

Densité optique = + A4,
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avec Ar = 2,3533002; A2 = 0,4595953; x0 = 126,4905128; p = 2,2833017; et x la
concentration sérique en Af4z.

Figure 32 - Courbe standard de la densité optique en fonction de la concentration sérique de peptide
B-amyloide 42.
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3. Mesure plasmatique de peptide $-amyloide 42 dans I'échantillon

Apres analyse de I’échantillon, il a été exclu quatre chiens sains, deux chiens GRMD, quatre
dilutions de chiens sains et deux réplicas de chiens GRMD conformément aux critéres
d’exclusion listés ci-dessus. Les causes d’exclusion sont détaillées en Annexe 6. L’age des
chiens dans les deux groupes restait comparable (sains: 3,0 + 0,2 ans; GRMD:
2,7 £ 0,2 ans) et I'age des sérums restait plus élevé dans le groupe sain que dans le groupe
GRMD (sains: 2,8 £ 1,0 ans; GRMD: 1,3 + 1,5 ans). L’analyse des résidus du modeéle
linéaire permet de conclure a une homoscédasticité et a une normalité des résidus.

L’analyse par le modele linéaire a effets mixtes (Figure 33 ; Tableau 7) montre une
différence statistiquement non significative de la concentration sérique en Af342 entre les
chiens sains (153,6 * 6,9 pg/ml) et les chiens GRMD (199,3 * 10,9 pg/ml).

Tableau 7 - Résultats de I'analyse du modele linéaire a effets mixtes.

Effet fixe Estimation Ecart-type Degrés de liberté Valeurt Pr (>|t|)
Ordonnée a l'origine 201,26 18,18 35 11,24 <0,0001
Maladie -51,19 29,92 13 -1,77 0,100
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Figure 33 - Comparaison de la concentration sérique en peptide $-amyloide 42 entre les chiens
sains et les chiens GRMD. Les barres verticales correspondent a I’écart-type de la moyenne.
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C. Discussion

Dans notre échantillon, le taux d’AB42 sérique était plus élevé chez les chiens GRMD que
chez les chiens sains. La différence observée n’était statistiquement pas significative.
Cependant on peut évoquer un manque de puissance statistique secondairement a la
faible taille de notre échantillon et a une imprécision de notre mesure conduisant a
plusieurs valeurs aberrantes. Nous avons dii exclure un certain nombre de prélevements
ou de mesures en raison d’écarts trop importants pour un méme prélévement.

Le taux d’AB42 sérique chez les chiens sains était plus élevé que ceux trouvés dans la
bibliographie. Ainsi une étude chez des chiens de propriétaires en bonne santé apparente
a montré un taux d’ABs2 sérique moyen de 59,2 + 58, 6 pg/ml chez neuf individus
d’environ trois ans et un taux d’Afsz sérique moyen de 23,3 * 12,0 pg/ml chez
31 individus d’environ 12 ans (Gonzalez-Martinez et al., 2011). Une autre étude menée
chez 21 chiens de propriétaires en bonne santé apparente d’environ 12 ans a montré un
taux d’AB42 sérique moyen de 74.9 * 10.0 pg/ml (Schiitt et al, 2015). On peut suspecter
que ces différences observées soient liées a l'utilisation de kits ELISA différents. Par
ailleurs nous ne pouvons exclure un probléme d’ordre technique a l'origine d’un tel écart
avec les données bibliographiques.

Ces résultats, bien que statistiquement non significatifs, montrent une
augmentation du taux d’AB42 sérique chez le chien GRMD par rapport au chien sain de
laboratoire. Ceci est comparable a la seule étude menée ce jour chez le jeune patient DMD
(Abdel-Salam et al., 2014). Au vu de la difficulté a mesurer et suivre la cognition chez le
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chien, il parait intéressant de poursuivre ces tests chez le chien GRMD avec un échantillon
plus grand et une mesure plus fiable pour confirmer ou infirmer I’hypothese d’une telle
association. Par la suite, il sera pertinent de comparer le taux d’ABs2 sérique avec les
résultats des tests cognitifs afin de confirmer ou infirmer l'hypotheése d'un tel
biomarqueur.

En perspective il serait intéressant de réaliser d’'une part des coupes d’encéphale
avec marquage au ronge congo pour vérifier la présence, étudier la répartition et
quantifier les plaques d’amyloide dans I'encéphale des chiens GRMD, et d’autre part de
réaliser une ponction de liquide cérébro-spinal pour réaliser une mesure du quotient
d’albumine comme indicateur de I'intégrité de la barriere hémato-encéphalique.
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CONCLUSION

Le gene DMD, codant pour la dystrophine, est exprimé dans l'ensemble du corps.
Lorsqu'une mutation de ce géne conduit a la production d’'une protéine tronquée non
fonctionnelle survient la dystrophie musculaire de Duchenne (DMD). Cette maladie est a
I'origine d’'une dégénérescence musculaire progressive réduisant considérablement la
durée de vie des patients atteints. Les progres thérapeutiques ont permis de doubler
I'espérance de vie pour atteindre 30 a 40 ans. Dans la dystrophie musculaire du Golden
Retriever (Golden Retriever Muscular Dystrophy, GRMD), aujourd’hui le modeéle canin le
plus utilisé pour la DMD, seule l'isoforme de 427 kilodaltons (Dp427) est absente. Les
études menées chez 'humain et la souris ont montré que la Dp427 joue un role structurel
et fonctionnel au niveau du cortex cérébral, de 'hippocampe, de 'amygdale cérébrale et
du cervelet, en permettant notamment l'ancrage et le regroupement des récepteurs
GABAAa dans les membranes post-synaptiques. Elle occupe ainsi une place centrale dans la
consolidation des souvenirs, les apprentissages mais aussi la métaplasticité et donc dans
la capacité d’incorporer des données supplémentaires dans un circuit déja encodé. Chez
le patient DMD et le modele murin mdx, la perte de cette isoforme conduit a une altération
de la plasticité synaptique neuronale, des modifications du métabolisme de ’encéphale et
des troubles de 'homéostasie calcique. Cela se traduit chez le patient DMD par une baisse
générale du quotient intellectuel, des troubles de l’automatisation, des troubles
relationnels ainsi que de nombreuses comorbidités neuropsychiatriques, et chez la souris
mdx par une hyperréactivité a des contraintes physiques, des troubles de I'apprentissage
associatif et un risque épileptique accru.

Notre étude a été conduite chez le chien GRMD, modeéle qui n’avait a ce jour jamais
été caractérisé du point de vue neurocognitif. Elle a permis de confirmer I’expression des
isoformes de 427 et 71 kilodaltons dans le cortex cérébral, I'’hippocampe et le cervelet
chez le chien sain. De plus nous avons montré la perte de 'isoforme de 427 kilodaltons
chez le chien GRMD dans les trois zones étudiées. Ces résultats contribuent a la validation
du chien GRMD comme modeéle animal de la DMD.

Nous avons ensuite réalisé une étude de faisabilité pour I'évaluation des capacités
cognitives du chien GRMD par rapport au chien sain de laboratoire. Dans un premier
temps, nous avons réalisé un test d'openfield. Cette tache avait pour but de comparer le
niveau d’anxiété et le tempérament exploratoire des chiens de notre cohorte. Nous avons
observé qu’une partie des chiens GRMD était particulierement peu active, ce qui s’est
traduit par une fatigabilité notable voire un refus d’effectuer les taches suivantes.
Cependant nous n’avons pas trouvé de différence pertinente entre nos deux groupes en
raison du peu de comportements exprimés par I’ensemble des chiens au cours de la tache
et de I’échantillon de petite taille. Dans un second temps, nous avons réalisé une tache de
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conditionnement opérant pour une consigne simple. Bien qu’en apparence simple, ce test
a permis de mettre en évidence une réelle difficulté a tester les individus de notre cohorte.
Dans un troisieme temps, nous avons réalisé une tache de holeboard. A ce jour, ce
paradigme expérimental n’avait jamais été décrit chez le chien. Malgré le peu d’individus
ayant suivi intégralement la tache, nous avons pu montrer que cette espece est capable de
comprendre les regles imposées et de se montrer de plus en plus performante au cours
des essais. Ce paradigme permet d’obtenir de précieuses informations sur les capacités
d’apprentissage spatial, le niveau d’anxiété, les comportements exploratoires et la
néophobie des individus. Nous encourageons a réaliser de nouveau ce test sur une cohorte
plus large afin de valider son utilisation chez le chien. L’ensemble de ce travail nous a
permis de décrire les points critiques a I'évaluation cognitive de ces chiens atteints d’'une
myopathie qui les limite dans leur motricité et qui vivent dans des conditions
environnementales différentes, plus standardisées et avec moins de nouveautés que la
plupart des chiens de compagnie. Cependant la faible taille de notre échantillon ne nous a
pas permis de comparer les deux groupes en termes de performance cognitive. Nous
suggérons de travailler prioritairement sur la récompense utilisée en l'individualisant
pour augmenter la motivation, ainsi que sur le niveau d’anxiété et la néophobie des
animaux en réalisant une habituation longue a I'expérimentateur et aux dispositifs
expérimentaux basée sur des interactions positives. Il a par ailleurs été discuté de
I'intégration des tests cognitifs dans les essais thérapeutiques et proposé une série
d’autres paradigmes expérimentaux applicables au chien GRMD.

Enfin, la cognition étant particulierement difficile a tester chez cette espéce, nous
avons recherché un biomarqueur putatif de troubles cognitifs et de 1ésions neurologiques.
Nous avons émis '’hypothése d'une différence du taux sérique de peptide -amyloide 42
entre les chiens GRMD et les chiens sains de laboratoire. Nous avons montré une
augmentation statistiquement non significative de ce taux chezle chien GRMD par rapport
au chien sain. Nous avons évoqué un manque de puissance statistique en raison d’un
échantillon trop petit et d’'une variabilité technique trop importante. Nous suggérons de
réaliser de nouvelles mesures sur un échantillon plus grand, puis d’étudier le lien entre le
taux sérique de peptide 3-amyloide 42, les résultats aux tests cognitifs et la présence de
lésions histologiques dans I’encéphale, notamment par marquage au rouge congo afin de
rechercher des plaques amyloides.

L’ensemble de ce travail a permis de proposer une premiére approche a I'étude des
affections neurocognitives liées a la perte de la Dp427 chez le chien. Nous espérons qu'il
pourra trouver écho dans des travaux futurs.
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Annexe 1. Films photographiques originaux des western blots.

(A1) Marquage par l'anticorps Dys1 (domaine ROD) avec exposition photographique courte ; (A2) marquage par l'anticorps Dys1 avec
exposition photographique longue ; (B) marquage par 'anticorps Dys2 (domaine C-terminal) ; (C) marquage par 'anticorps anti-GAPDH
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Annexe 2.

Détail des examens cliniques des animaux inclus dans I’évaluation cognitive.

(TRC) Temps de recoloration capillaire ; (RH) Roses et humides ; (bpm) battements par minute ; (mpm) mouvements par minute.
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Fébréze 26,6 Vif 39,1 <2 RH 80 Non 160 Non Non Non Non Non Non Non Non Non Non
Jpeg 28,8 Vif 38,8 <2 RH 40 Non 120 Non Non Non Non Non Non Non Non Non Oui
Jappy 29,5 Vif 40,0 <2 RH 60 Non 160 Non Non Non Non Non Non Non Non Non Non
Messmer 27,3 Vif 39,2 <2 RH 48 Non 108 Non Non Non Non Non Non Non Non Non Non
Guizmo 29,9 Vif 383 <2 RH 120 Non 30 Non Non Non Légére Légere Légere Oui  Modéré Non Non
Goojah 259 Vif 383 <2 RH 100 Non 108 Non Non Non Légere Légere Légere Non  Modéré Oui Non
Jintonic 16,4 Vif 388 <2 RH 80 Non 40 Brults Non Non  Patente Légeére Légere  Non Non Non Non
expiratoires
Jybraltar 25,2 Vif 39,1 <2 RH 80 Non 80 Non Non Non  Patente Légere Légére Oui  Modéré Non Non
JT 23,3 Vif 38,7 <2 RH 90 Non 70 Non Non Non Légere Légere Légere Non Non Non Non
Bruits
Lyrik 19,7 Vif 392 <2 RH 88 Non 30  CXPIMAOITES, o ets Non Patente Patente Patente Oui  Non Non Oui
tirage costal,
orthopnée
Lper 23,0 Vif 38,7 <2 RH 100 Non 130 Bruits Discrets Non Patente Patente Patente Non Patente Oui Non

expiratoires
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Annexe 3. Détail des résultats au cours de la tache d’openfield.

Durée (secondes)

Ensemble de la piece Périphérie de la piéce Centre de la piece
: Flairages  Mictions = Vocalisations

Animal Type Exclusion Inactif ’if)slisc ;;;,l Actif Total Actif Total Actif
Fébreze Sain Non 187 20 413 369 332 231 81 42 0 0
Jpeg Sain Non 121 0 479 435 363 165 116 30 0 0
Messmer Sain Non 61 0 539 472 444 128 95 71 0 0

Jappy Sain Oui

Guizmo GRMD Non 432 416 168 578 148 22 20 19 0 0
Goojah GRMD Non 36 0 564 542 514 58 50 57 2 0
Jintonic GRMD Non 212 0 388 314 283 286 105 32 0 0
Jybraltar ~ GRMD Non 430 354 170 569 143 31 27 17 2 0
JT GRMD Non 224 131 376 526 317 74 59 44 1 0
Lyrik GRMD Non 446 286 154 563 132 37 22 15 0 0
Lper GRMD Non 71 0 529 471 408 129 121 41 2 0
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Annexe 4. Détail des résultats au cours des différentes sessions d’habituation de la tache de holeboard.

Ecart-type de

Session Fébreze Goojah JT Jpeg Jappy Messmer Guizmo Moyenne la moyenne
Nombre de visites 1 33 72 27 0 0 0 6 20 10
2 53 45 17 0 0 0 0 16 9
3 47 42 24 0 0 0 0 16 8
Nombre de pots visités 1 16 15 15 0 0 0 6 3
2 16 15 12 0 0 0 0 3
3 16 16 14 0 0 0 0 3
Durée (secondes) 1 105 600 600 600 600 600 600 529 71
2 161 600 600 600 600 600 600 537 63
3 197 454 600 600 600 600 600 522 58
Ratio de mémoire de travail 1 0,48 0,21 0,56 0 0 0 1,00 0,32 0,14
2 0,30 0,33 0,71 0 0 0 0 0,19 0,10
3 0,34 0,38 0,58 0 0 0 0 0,19 0,09
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Annexe 5. Détail des résultats au cours des différentes sessions d’entrainement de la tiche de holeboard.

Variable Session Fébreze Goojah Jt Moyenne Ecart-type de la moyenne
Nombre de visites 1 32 29 20 27 4
2 33 30 30 31 1
3 40 41 15 32 9
4 32 17 16 22 5
5 25 22 10 19 5
Nombre de pots visités 1 15 15 12 14 1
2 16 14 16 15 1
3 16 14 13 14 1
4 15 13 13 14 1
5 15 14 11 13 1
Durée (secondes) 1 96 124 284 168 59
2 79 471 244 265 114
3 141 238 53 144 53
4 106 58 73 79 14
5 65 71 28 55 13
Ratio de mémoire de travail 1 0,50 0,50 0,57 0,52 0,02
2 0,44 0,44 0,44 0,44 0
3 0,40 0,36 1,00 0,59 0,21
4 0,33 0,67 0,67 0,56 0,11
5 0,50 0,57 1,00 0,69 0,16
Ratio de mémoire de référence 1 0,25 0,28 0,35 0,29 0,03
2 0,27 0,30 0,30 0,29 0,01
3 0,25 0,27 0,27 0,26 0,01
4 0,38 0,35 0,38 0,37 0,01
5 0,32 0,32 0,40 0,35 0,03
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Annexe 6. Détail des concentrations de peptides B-amyloide 42 mesurées dans le sérum des chiens.

Animal Type Age du chien (ans) Age du prélévement (ans) Dilution Densité optique Concentration brute (pg/ml) Concentration corrigée (pg/ml) Inclusion Cause d'exclusion
Dingo  Sain 3,29 5,80 0,5 2,092 56,70 113,40 Oui
0,5 2,088 57,14 114,28 Oui
1 1,271 143,50 143,50 Oui
1 1,234 148,64 148,64 Oui
Dzer  Sain 2,06 6,74 0,5 0,574 420,75 841,50 Non
0,5 0,521 559,71 1119,42 Non Prélévement trop agé
1 0,293 NA NA Non (valeurs aberrantes)
1 0,307 NA NA Non
Fébreze Sain 2,72 4,71 0,5 2,115 54,12 108,25 Non Duplicata non
0,5 1,917 74,59 149,17 Non interprétable
1 1,385 129,03 129,03 Oui
1 1,3 139,64 139,64 Oui
Haribo Sain 2,57 2,93 0,5 1,912 75,07 150,14 Non Duplicata non
0,5 1,705 95,03 190,07 Non interprétable
1 1,37 130,83 130,83 Oui
1 1,347 133,65 133,65 Oui
Hawai Sain 2,08 3,43 0,5 1,714 94,16 188,31 Non Duplicata non
0,5 1,535 112,23 224,45 Non interprétable
1 1,157 160,21 160,21 Oui
1 1,033 182,26 182,26 Oui
Hello  Sain 2,65 2,85 0,5 1,856 80,48 160,96 Non
0,5 1,819 84,03 168,06 Non Quadruplicata non
1 0,854 227,01 227,01 Non interprétable
1 0,802 245,15 245,15 Non
Jackpot Sain 2,00 1,55 0,5 0,975 194,60 389,21 Non
0,5 0,868 222,66 445,31 Non Valeurs hors gamme
1 0,385 NA NA Non
1 0,371 NA NA Non
Jappy Sain 3,48 0,08 0,5 1,726 92,99 185,98 Non Duplicata non
0,5 1,34 134,52 269,05 Non interprétable
1 1,11 168,00 168,00 Oui
1 1,086 172,22 172,22 Oui
Jedi Sain 2,49 1,16 0,5 1,487 117,39 234,77 Non
0,5 1,275 142,96 285,92 Non Quadruplicata non
1 0,539 497,95 497,95 Non interprétable
1 0,505 641,26 641,26 Non
Jpeg Sain 3,59 0,08 0,5 1,709 94,64 189,29 Oui
0,5 1,603 105,18 210,36 Oui
1 1,236 148,35 148,35 Oui
1 1,078 173,67 173,67 Oui
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Animal Type Age du chien (ans) Age du prélévement (ans) Dilution Densité optique Concentration brute (pg/ml) Concentration corrigée (pg/ml) Inclusion Cause d'exclusion
Goojah GRMD 2,54 3,81 0,5 1,799 85,95 171,90 Oui
0,5 1,669 98,57 197,14 Oui
1 1,347 133,65 133,65 Oui
1 1,216 151,23 151,23 Oui
Guignol GRMD 2,60 3,64 0,5 2,245 37,07 74,14 Non Triplicata non
1 1,428 123,99 123,99 Non interprétable
1 1,294 140,43 140,43 Non
Guizmo GRMD 2,26 3,98 0,5 1,454 121,04 242,08 Oui
0,5 1,369 130,95 261,90 Oui
1 1,089 171,68 171,68 Non Valeur aberrante
1 0,896 214,49 214,49 Qui
].0. GRMD 2,75 0,86 0,5 1,992 67,18 134,36 Oui
0,5 1,991 67,28 134,56 Oui
1 1,383 129,26 129,26 Oui
1 1,285 141,62 141,62 Qui
Jigoto GRMD 3,53 0,08 0,5 1,133 164,11 328,22 Oui
0,5 1,082 172,94 345,89 Oui
1 0,614 365,32 365,32 Oui
1 0,566 435,18 435,18 Non Valeur aberrante
Jintonic GRMD 2,77 0,84 0,5 0,211 NA NA Non
0.5 0,212 NA NA Non Valeurs hors gamme
1 0,127 NA NA Non
1 0,127 NA NA Non
JT GRMD 3,40 0,08 0,5 1,72 93,57 187,15 Oui
0,5 1,585 107,02 214,03 Oui
1 1,242 147,50 147,50 Oui
1 1,096 170,44 170,44 Oui
Jvago  GRMD 2,06 1,43 0,5 2,073 58,77 117,54 Oui
0,5 2,002 66,17 132,34 Oui
1 1,438 122,85 122,85 Oui
1 1,4 127,25 127,25 Qui
Jybraltar GRMD 3,48 0,08 0,5 1,565 109,08 218,16 Oui
0,5 1,539 111,80 223,60 Oui
1 1,075 174,22 174,22 Oui
1 1,007 187,60 187,60 Oui
Lper  GRMD 2,44 0,08 0,5 1,534 112,33 224,66 Oui
0,5 1,466 119,70 239,40 Oui
1 1,035 181,86 181,86 Oui
1 0,946 201,43 201,43 QOui
Lyrik  GRMD 2,41 0,08 0,5 1,538 111,91 223,82 Oui
0,5 1,475 118,70 237,41 Oui
1 0,853 227,33 227,33 Oui
1 0,754 265,43 265,43 Oui
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COMORBIDITE NEUROCOGNITIVE CHEZ LE CHIEN GRMD

Nom : Nicolas, Franck VAN CAENEGEM

Résumé :

La dystrophie musculaire de Duchenne (DMD) est une maladie génétique humaine due a
la perte de fonction de la dystrophine. Ceci est a l'origine d’'une dégénérescence
musculaire progressive réduisant considérablement la qualité et la durée de vie des
patients atteints. En paralléle des symptdmes liés a I'atteinte musculaire, les patients DMD
montrent une atteinte cognitive caractérisée par une baisse générale du quotient
intellectuel, des troubles de I'automatisation, des troubles relationnels ainsi que de
nombreuses comorbidités neuropsychiatriques. Chez la souris mdx, modele murin de
DMD, ont été observés une hyperréactivité a des contraintes physiques, des troubles de
I'apprentissage associatif et un risque épileptique accru. La dystrophie musculaire du
Golden Retriever (Golden Retriever Muscular Dystrophy, GRMD) est une maladie apparue
spontanément dans cette race et présentant de tres fortes similitudes sur le plan
phénotypique avec les patients DMD. Notre étude a été conduite chez le chien GRMD qui
n’a a ce jour jamais été caractérisé du point de vue neurocognitif. Dans un premier temps,
nous avons étudié 'expression de deux isoformes de dystrophine dans '’encéphale de
chiens GRMD et sains, nous permettant de valider ce modele sur le plan neurologique.
Dans un second temps, nous avons réalisé une étude de faisabilité de I’évaluation des
capacités cognitives de chiens GRMD dans des conditions de laboratoire et dans le
contexte d'un handicap moteur, ce qui nous a amené a discuter de pistes d’'amélioration
et de l'utilisation de paradigmes expérimentaux plus adaptés. Enfin nous avons émis
I’hypothese que le taux sérique de peptide B-amyloide 42 puisse étre un biomarqueur de
troubles cognitifs et de 1ésions neurologiques. Les résultats dans notre cohorte ont
montré une augmentation de ce taux chez les chiens GRMD par rapport aux chiens
controles. Une étude ultérieure est cependant nécessaire pour confirmer ces résultats.
L’ensemble de ce travail a permis de proposer une premiére approche a I'étude des
affections neurocognitives chez le chien GRMD.
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NEUROCOGNITIVE COMORBIDITY IN GRMD DOGS

Name: Nicolas, Franck VAN CAENEGEM

Summary:

Duchenne muscular dystrophy (DMD) is a genetic disorder in humans caused by the loss
of dystrophin function and characterized by a progressive muscular degeneration
considerably reducing lifespan and quality of life. Along with muscular disorders, DMD
patients show cognitive disorders expressed by intellectual quotient decrease,
automatization disorders, peer relationship disorders and numerous neuropsychiatric
comorbidities. In mdx mice, murine model of DMD, an hyperreactivity to scruff-restraint,
associative learning disorders and epileptic risk increase were described. Golden
Retriever muscular dystrophy (GRMD) is a condition spontaneously appeared in this race
and showing strong similarities with DMD phenotype. Our study has been conducted in
GRMD dogs. This model had never been studied from a neurocognitive view. Firstly, we
studied the expression for two dystrophin isoforms in GRMD and laboratory healthy brain
dogs. This experiment validated this model for neurological study. Secondly, we studied
the feasibility of a cognitive evaluation in GRMD dogs in laboratory conditions and in the
context of motor disabilities. We proposed improvements and use of more adapted
experimental paradigms. Thirdly, we hypothesized that the serum level of 3-amyloid 42
peptide could be a biomarker of cognitive disorders and neurological lesions. Results
showed increased levels in GRMD dogs compared to control dogs. However further
studies are necessary to confirm these findings. This work allowed to propose a first
approach to the study of neurocognitive disorders in GRMD dog.
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