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Développement d’outils d’évaluation
d’un modele pré-clinique de Dystrophie
Musculaire de Duchenne, le chien
GRMD.

Résumeé

La dystrophie musculaire de Duchenne (DMD) touamgarcon sur 3500, contraint a I'usage
du fauteuil roulant a 'age de 10 ans, et entrdéndécés a une vingtaine d’années. Cette
maladie demeure incurable, et les pistes thérapedienvisagées nécessitent d’étre validées

en amont, dans les modeéles murins, puis au st&delipique, dans les modeles canins.

L'un d’eux, le chien GRMD (Golden Retriever Musaul@ystrophy), est le plus largement
utilisé, et présente l'intérét de partager, avecpétient qu’il modélise, de nombreuses
similitudes génotypiques et phénotypiques. Lesédsfites fonctions touchées doivent donc
pouvoir faire I'objet de mesures objectives et ditatives, a I'aide d’outils dédiés. Par
ailleurs, une problématique inhérente a I'utilisatde ce modéle est sa grande variabilité sur
le plan phénotypique.

L'objectif du travail mené ici a été de développes outils d’évaluation du chien GRMD,

afin de mieux connaitre et maitriser cette hétarégé clinique.

La mesure de force de flexion du tarse a permidédeontrer que la force tétanique maximale
pouvait étre utilisée comme indice d’évaluationifietents stades de la maladie, sans que le
déficit de force musculaire puisse étre relié &diate motrice globale. De plus, la relaxation

s’est avérée altérée chez les chiens GRMD, enlato® avec leur atteinte motrice.

La locomotion, évaluée par accelérométrie tri-digi@nnelle, a pu montrer des altérations
multiples, mesurées par différentes variables. et variables sont altérées de maniere
précoce, tandis que d’autres anomalies s'instaltemnt les premiers mois, traduisant

'aggravation de la fonction locomotrice.



La dysfonction respiratoire, évaluée par spiroreéém respiration de Tidal, et cinématique
diaphragmatiqgue sur images radioscopiques, a égalepu étre objectivée par différents
indices. Une moindre mobilité diaphragmatique, téteaction caudale du diaphragme, et un

effondrement du débit expiratoire en fin d’expioati s’installent au cours des premiers mois.

Afin de contréler I'hétérogénéité clinique ainsi sueée, une recherche de marqueurs
prédictifs de I'évolution clinique a été menée.fBiénts indices histologiques et cliniques ont
éte évalués sur leur valeur pronostique a un sfaéeoce. La fréquence des cycles
locomoteurs a 2 mois et le défaut de relaxationndofs se sont avérés prédictifs de formes
accelérées.

Enfin, les différents outils mis en place ont étéléés dans le cadre du suivi d’'animaux au
cours d'un essai thérapeutique, qui a, de plusmigsede disposer d'une population de
référence sous traitement immunosuppresseur. Udicaation fonctionnelle des animaux

traités a pu étre démontrée par nombre des indiessirés.

Ces résultats démontrent que les outils dévelogpés utilisables au cours d’essais pré-

.....

bénéfice fonctionnel. Plus largement, ces donné&@mgttent d’optimiser l'utilisation pré-

clinigue du modéle GRMD.
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Development of evaluation tools for a
preclinical model of Duchenne Muscular
Dystrophy, the GRMD dog.

Abstract

Duchenne Muscular Dystrophy (DMD) affects one bayero3500 at birth. The affected
individuals are wheelchair-bound at about 10 yeans| death occurs in the early twenties.
DMD remains incurable, and therapeutic strategiesdnto be validated in murine models,

and, subsequently, at the preclinical stage, imeamodels.

Among the existing canine models, the GRMD (Gol&atriever Muscular Dystrophy) dog
is the most widely used. The strong genotypic dmehptypic similarities it shares with DMD
patients make this model of great interest. The ymadfected functions must therefore be
reliably measured using dedicated tools, providofgective and quantitative evaluation.
Moreover, the wide phenotypic heterogeneity pecubahis model may compromise its use

in preclinical studies.

The aim of the present work was to develop evaluatbols for the GRMD dog, in order to

better know and handle this clinical variability.

The measurement of the contraction force generajethrsal flexion has shown that the
maximal tetanic force could be used as an evaluatidex, at different stages of the disease.
However, no correlation with the global motor impaent could be found. Conversely, the

relaxation has shown to be altered in GRMD dogd,amrelated with the motor impairment.

The locomotion was evaluated using three-dimensiaceelerometry. This method allowed
the measurement of several variables, some of wieahg early impaired, and some others
being altered in a more progressive fashion, reflgcthe degradation of the locomotor

function.

The respiratory impairment has been evaluated bgphdagmatic kinematics using

radioscopic acquisitions and by Tidal-breathing@pietry. The diaphragm was shown to be



less mobile, and to be caudally displaced. The expiration flows were decreased. These

abnormalities progressed during the first months.

In order to better handle the clinical heteroggnesbme markers able to predict the clinical
evolution were looked for. The prognostic valuenadny histological and clinical indexes at
an early stage has been evaluated. The strideeneguat the age of 2 months, as well as the
relaxation impairment at the age of 4 months subegen predicting severe accelerated

forms.

Finally, the developed tools have been tested énctimtext of a clinical follow-up during a
therapeutic trial. This trial also aimed to provideeference-group of GRMD dogs treated
with immunosuppressive drugs. Several indexes Haweonstrated a clinical improvement of

the treated animals.

These results show that the developed tools ambleseéuring preclinical trials and allow to
guantitatively highlight a functional improvemeimlespite the clinical heterogeneity. More
widely, these data will lead to an optimizatiortloé preclinical use of GRMD dogs.

Keywords

Animal model, DMD, GRMD dog, functional evaluatianuscle force, locomotion,

respiratory function, predictive marker, cyclospogorticosteroid.
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Table des abréviations

AAV : adeno-associated virus (virus adéno-associé)

ACP : analyse en composantes principales

ADNCc : Acide désoxyribonucléique complémentaire

ANOVA : Analysis of variance (analyse de variance)

ARNmM : Acide ribonucléique messager

ASAT : Aspartate amino-transférase

CK : créatine kinase

CNM : centronuclear myopathy (myopathie centroraictd

CV : coefficient de variation

CXMD : Canine X-linked muscular dystrophy (dystrgg@musculaire canine liée a I'X)
CXMDJ : CXMD in Japan (CXMD, colonie japonaise)

DAB : diaminobenzidine

DMD : Dystrophie musculaire de Duchenne

ET : écart-type

GRMD : Golden retriever muscular dystrophy (dyshiepmusculaire du golden retriever)
HFMD : Hypertrophic feline muscular dystrophy (dygthie musculaire hypertrophique
féline)

HG : hauteur au garrot

HRP : Horseradish peroxidase (peroxydase de raifort

kb : kilobase

LRMD : Labrador retriever muscular dystrophy (dggtnie musculaire du Labrador retriever)
mdx : muscular dystrophy X-linked (dystrophie muaae liée a I'X)

MFM : motor function measure (mesure de fonctiorirroe)

MRC : medical research council

NFAT : Nuclear factor of activated T-cells (factewrcléaire des cellules T activées)

NNOS : neuronal nitric oxide (NO) synthase
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MHCs : Myosin heavy chain slow (chaine lourde dmigsine lente)
Moy : moyenne

ROC : receiver operating characteristic

RT-PCR : Reverse transcriptase-polymerase chaatioea

RyR1 : Ryanodine receptor 1 (récepteur 1 a la rgare)

SERCA : Sarco-endoplasmic reticulum calcium ATPase

XLDCM : X-linked dilated cardiomyopathy (cardiomyahioe dilatée liée a I'X)
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Introduction

Un garcon sur 3500 nait, chaque année, dans leanattdint de la dystrophie musculaire de
Duchenne. Connue depuis I'antiquité, et décrite lsuplan clinique et histologique par
Edward Meryon en 1852, puis par Duchenne de Boglagn1861, le géne et la protéine en
cause n’ont été découverts qu'en 1986 et 1987 cagpment (Hoffman et al. 1987, Monaco
et al. 1986). Il s’agit de la maladie génétiquellss fréequente apres la mucoviscidose (Emery
1993).

Les jeunes garcons atteints de cette myopathie reminttout d’abord un retard a
I'apprentissage de la marche (Desguerre et al. 2@ ery 1993), associé ou non a un retard
de développement mental. Dans la petite enfance, padients chutent fréquemment,
présentent des difficultés pour courir, monter m@sches ou se relever (Bushby et al. 2010a,
Desguerre et al. 2009a, Emery 1993, Yiu and Koinb2008). Ces anomalies du
développement moteur constituent, dans la plupest ¢hs, le motif de consultation des
parents, sauf dans les formes les plus pronondéas,lesquelles le retard de développement
mental peut conduire a un diagnostic précoce (Desgeet al. 2009a). Dans les formes moins
prononcees, le diagnostic intervient généralemerg /age de 5 ans (Bushby et al. 2010a).
Ce diagnostic est basé sur des signes cliniquesataugs. Une stratégie de relever
particuliére, liée a la faiblesse musculaire desbres inférieurs, consistant a prendre appui
avec les mains sur le sol, puis sur les cuissegmmtnée signe de Gowers, doit faire suspecter
une DMD chez un jeune garcon qui présente paruaslleine démarche « chaloupée ».
Secondairement, une démarche sur les orteils galerdent étre observée (Bushby et al.
2010a) (Emery 1993). Une élévation des créatin@adda (CK) sériques ou des aspartate
amino tranférases (ASAT) renforce classiquementsispicion de DMD, avant la

confirmation du diagnostic, par biopsie musculaueest génétique (Bushby et al. 2010a).

Durant les dix premieres années, des contractueedéseloppent, ainsi qu'une lordose
lombaire lorsque le patient se tient debout. Paresi contractures, les plus classiques sont
celles touchant le tendon d’Achille, mais aussldaion du genou, et la flexion et I'abduction
des hanches (Bushby et al. 2010b). La gestion decastractures, par kinésithérapie et/ou
interventions chirurgicales, a permis de retarciyel de perte de la marche de 1 a 3 ans
(Bushby et al. 2010b). Cette maladie contraint et ée patient a 'usage permanent du
fauteuil roulant, entre 9.3 (Eagle et al. 2002)2ans (Yiu and Kornberg 2008).
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Le passage au fauteuil roulant accéléere la progreste scolioses (Yiu and Kornberg 2008),
présentes chez 90 % des patients (Bushby et &0b20Ces scolioses constituent elles-mémes
un facteur aggravant la dysfonction respiratoira. dystrophie musculaire de Duchenne
touchant en effet 'ensemble de la musculatur@estiies muscles impliqués dans la fonction
respiratoire sont également touchés. Cette dystonde manifeste tout d’abord par des
hypoventilations & hypercapnies nocturnes, et oog inefficace. La capacité vitale forcée,
indice spirométrique permettant le suivi de la twrc respiratoire des patients, diminue
progressivement de 8 a 12 % par an a partir de ItBg10 ans (Phillips et al. 2001, Yiu and
Kornberg 2008). Le suivi régulier des patients lguplan respiratoire conduit a la mise en
place de dispositifs de soutien de celle-ci. Aimsntilation nocturne non invasive, assistance
a la toux, ou techniques de recrutement de volumlengnaire sont progressivement
instaurées. A un stade tres avanceé, une trachéiespmut s’avérer nécessaire, afin de pallier

l'inefficacité de la toux, et de permettre de désenbrer plus aisément les voies respiratoires.

Les complications infectieuses respiratoires saaleiment fréquentes, en raison de cette
faiblesse de toux, et des zones d’atélectasieegfarsnent. Des fausses déglutitions, chez des
patients qui présentent des difficultés a s’alimgnpeuvent également étre a l'origine
d’infections pulmonaires. Ces dysphagies, liéesea difficultés de mastication et de
déglutition, peuvent nécessiter la mise en placmel’gastrostomie, et I'alimentation par ce
biais (Martigne et al. 2010).

La prise en charge médicale de plus en plus pe@fecie des patients atteints de DMD,
notamment sur le plan respiratoire, a conduit allongement de I'espérance de vie moyenne
de ces patients de 14.4 ans en 1960 a 25.3 andeceieres années (Eagle et al. 2002).
L’ensemble de ces progrés a abouti & modifier éases de mortalité : la cardiomyopathie
induite par la DMD est devenue une cause majeurdébés des patients (Bushby et al.
2010b), concernant 10 a 50 % dentre eux (van Boekeal. 2009). Il s’agit d’'une

cardiomyopathie dilatée, souvent accompagnée dhiamgs, présente chez tous les patients

agés de plus de 18 ans (van Bockel et al. 2009).

Cette myopathie invalidante, et responsable d’'wesi@récoce, est causée par des mutations
dans le plus grand géne connu, celui de la dysimeplson locus se situe sur le chromosome
X, en Xp21. La transmission est donc liée au sek#,s’agit d’'une maladie récessive. C’est
pourquoi la trés grande majorité des patients destgarcons. La trés grande taille de ce gene

est a l'origine de la frequence élevée de mutatiendonc de l'incidence de cette maladie. Le
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gene de la dystrophine, qui comporte 79 exons, pode la protéine du méme nom, issue de
la traduction d’un volumineux ARNm de 14 kb. La ttgphine, avec ses 3685 acides aminés,
et son poids moléculaire de 427 kDa (Koenig e1288), est une protéine cytoplasmique, qui
se localise a la membrane des fibres musculairesil{8 et al. 1988, Zubrzycka-Gaarn et al.
1988).

Le déficit en dystrophine, s’il induit un tablealinjue essentiellement musculaire, est
également responsable de retards mentaux et dbldsode I'électrorétinogramme, chez
certains patients (Desguerre et al. 2009a). Le genla dystrophine est en effet transcrit de
maniéere spécifique dans différents tissu, doniskutnerveux et la rétine, dans lesquels sont
exprimées des isoformes de différentes tailles [{Zle¢ al. 1988). Suivant la localisation de
la mutation en cause sur le gene, les patients atlyep exprimeront, ou non, ces isoformes
dans les tissus non-musculaires. Ceci explique agtiepl’hétérogénéité clinique existant,
entre formes motrices pures et formes prononcées, atteinte du développement mental
(Desguerre et al. 2009a). Cependant, chez tougalsnts atteints de DMD, la dystrophine
n’est pas exprimée dans les fibres musculairegpion faite de rares fibres qui parviennent

a exprimer une protéine de plus petite taille, cigertante.

Le réle précis de la dystrophine n’est pas connmeeiére exacte. Trés tot, un role structurel
(Koenig et al. 1988), de stabilisation de la membrdurant la contraction lui a été attribué
(Petrof et al. 1993). En effet, cette protéineerdéi cytosquelette a un complexe protéique
transmembranaire, lui-méme relié a la laminine axgtllulaire. Cette position de maillon,

ainsi que les Iésions histologiques dites dystrqyés, qui sont a I'origine de son nom, et qui
evoquent une fragilitt membranaire, ont justifiégtecdrypothese. Ce réle mécanique n’est

cependant pas le seul mécanisme pathogénique inépliq

Ainsi, une surcharge cytoplasmique en calcium dstervée dans les fibres musculaires
déficientes en dystrophine (Bodensteiner and Eag§&B), et une mauvaise régulation du
calcium intracellulaire dans ces mémes fibres eshge de longue date (Wood et al. 1978).
L’élévation du calcium intracellulaire, suite a uwgentraction, conduirait a activer les
protéases et a induire la destruction de la fibusagulaire. Cette élévation serait liée a une
perméabilité anormale des canaux calcium, qu'ilsrgomembranaires, tels que les canaux
sensibles a I'étirement, ou du réticulum sarcopigam (Allen et al. 2010, Bellinger et al.
2009).

Une autre hypothése concerne le role pathogéniguéatlsence de nNOS correctement

localisée. Cette protéine co-localise avec la dps$tine dans un contexte physiologique. La
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localisation correcte de la nNOS serait dépenddetda dystrophine. En son absence, la
NNOS n’est plus exprimée sous la membrane, etalastription de son gene est régulée
négativement (Le et al. 2010). Lors d’'un exerciaesaulaire, la nNOS libére du NO dans le
milieu extracellulaire, induisant une vasodilatatioEn [|'absence de cette protéine
correctement localisée, la vasoconstriction esnteaue durant la contraction, conduisant a

une ischémie, contribuant a la pathogénie de la O{Bdhder et al. 2000).

Enfin, un réle actif du systéme immunitaire dangé&hogénie de la DMD a été mis en
évidence, et une composante auto-immune évoquégE®et al. 1994, Pinto-Mariz et al.
2010, Spencer and Tidball 2001).

L’ensemble de ces mécanismes pathogéniques coaduit tableau histologique montrant
initialement des lésions de fibres hypercontractéeésnécrotiques, et des fibres en
régénération. Puis, les capacités de régénératinimuwhnt, une métaplasie adipeuse et une

fibrose s’installent (Emery 1993).

Malgré une meilleure connaissance des mécanisntiesggaiques impliqués, il n’existe a ce
jour aucune solution thérapeutique pour la DMD. ISdas stéroides ont montré leur
efficacité, et permettent de ralentir I'évolutioa th maladie (Wong and Christopher 2002).
Néanmoins, les axes thérapeutiques envisagés eonfiraux, et peuvent étre subdivisés en

deux grandes catégories.

Le premier grand axe thérapeutique consiste alnétaie expression de dystrophine dans les

fibres musculaires des patients.

Dans cet objectif, des greffes de cellules souéhpstentiel myogénique, issues de donneurs
sains, ont été envisagées (Dell’Agnola et al. 200H4er et al. 1997, Sampaolesi et al. 2006),
mais nécessitent une immunosuppression. L’admatistr d’'un plasmide codant pour la
dystrophine complete, administré par voie intragage sous pression ou électrotransfert a
egalement été réalisée (Pichavant et al. 2010aeRoet al. 2004). Aucune réponse immune
contre la dystrophine n’'a été observée, mais lesltais n'ont pas été concluants et une
administration par voie systémique serait difficient envisageable. Un obstacle a
I'élaboration de stratégies thérapeutiques edile tde 'ADNc de la dystrophine. Ses 14 kb
sont incompatibles avec son inclusion dans le géndom vecteur viral, et donc la correction

de cellules de patienex vivg ou I'élaboration de vecteurs portant '’ADNCc coetpl

En réponse a cette problématique, deux types deicatd ont été trouvées. La premiere est

basée sur la constatation selon laquelle certapeeties de la protéine peuvent étre
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supprimées sans nuire a sa fonction, tandis qué&aimes zones sont, au contraire,
indispensables (Chamberlain et al. 1997). Ainss, dmnstructions ont été créées, retenant ces
portions nécessaires au maintien d’une fonctiotéatnais permettant de réduire la taille de
’ADNCc, et de l'inclure dans un vecteur. L'ADNc desini- et micro-dystrophines a ainsi été
employé intégré dans un plasmide (Pichavant et2@1.0b), dans des vecteurs AAV
(Kornegay et al. 2010), ou lentiviraux, afin de rager des cellules de patienex vivo
(Pichavant et al. 2010b, Sampaolesi et al. 2006).

La deuxiéme solution, permettant de s’affranchirla@eproblématique liée a la taille de
'ADNc de la dystrophine est, elle, basée sur lastatation que les patients sont capables,
dans quelques rares fibres musculaires, d’exprunerdystrophine, par un mécanisme dit de
saut d’exon, et permettant de rétablir le cadréedeire. L'objectif est d’'induire et de diriger
ce phénomene, rare a I'état physiologique, afiril quenne d’'une ampleur suffisante pour
apporter un bénéfice. A l'aide de séquences artisErs spécifiques, il est possible de
masquer sélectivement des sites d’épissage, aftormttuire le spliceosome a épisser le ou les
exons nécessaires a un retour en phase (Goyeevalle2004). L’ARNm ainsi produit peut
donc étre traduit en une protéine, nommeée quasrapfsne, plus petite mais fonctionnelle, si
la mutation le permet. Seuls 8 % des patients nergient pas bénéficier de cette stratégie
(artsma-Rus et al. 2004). Ces séquences antisemgerge étre utilisées sous forme
d’oligonucléotides pharmacologiqguement modifiésump@ermettre leur entrée dans les
cellules (Kinali et al. 2009, van Deutekom et &072). Leur petite taille rend possible leur
inclusion dans le génome d'un AAV (Goyenvalle et 2004) ou d’'un lentivirus, afin de
corriger des cellulesx vivo(Benchaouir et al. 2007).

Lointaines cousines des stratégies de saut d'exmmapeutiques, certaines thérapies
pharmacologiques ont également été testées. Certmitibiotiques, de la famille des
aminoglycosides, tels que la gentamicine, ont l@ppété de favoriser la translecture des
codons stops. Lorsque la mutation conduit a un matop, qui induit & un arrét prématuré de
la traduction, ces antibiotiques, mais égalemerg d®lécules optimisées sur le plan
pharmacologiques, peuvent permettre d’outrepassecoclon stop et de produire de la
dystrophine (Hamed 2006, Malik et al. 2010).

Ces stratégies visant a rétablir I'expression ddrdphine posent cependant le probleme de la
réponse immunitaire anti-dystrophine. La préseredéhies révertantes chez la majorité des
patients a conduit a considérer que cette prot@ioeourcie était connue de I'organisme. |l

s’agit d’ailleurs de I'un des arguments en faveeidal stratégie du saut d’exon thérapeutique.

Néanmoins, une récente étude remet en questioréléesents, puisque la démonstration
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d’'une réponse immune contre les fibres révertantedé faite, rendant les patients plus

réactifs face a une expression iatrogéne de dystregMendell et al. 2010).

Le deuxieme grand groupe de stratégies thérapestiquiest pas touché par cette
problématique puisqu’il n’a pas pour objectif dedaxprimer la protéine manquante.

Dans cette seconde catégorie figurent essentiglliedes thérapies de type pharmacologique,
intervenant sur les mécanismes pathogéniques iogdjgpu offrant des solutions alternatives
a I'expression d’'une dystrophine fonctionnelle. Bae grand groupe peuvent étre citées les
stratégies de surexpression de l'utrophine, analodg la dystrophine, qui, au cours du
développement, est exprimée sous la membrane loes fimusculaires, mais est, plus tard,
restreinte  aux plaques motrices. Sa  surexpressiomr pdes  stratégies
pharmacologiques (activation de la voie calcinea#itFAT, ou donneurs de NO) (Miura and
Jasmin 2006), ou géniques (Cerletti et al. 2008}t permettre d’assurer une partie de la
fonctionnalité de la dystrophine.

L’'atrophie musculaire et la diminution progresside pool de cellules satellites chez les
patients atteints de DMD ont conduit a envisagahibition de I'action de la myostatine en

tant qu’axe thérapeutique. La myostatine est umsboe régulant négativement la croissance
musculaire. Les animaux déficients en myostatinentreat une hypertrophie musculaire

marquée (Mosher et al. 2007). Le blocage de caitenéne, par un anticorps spécifique
(Bogdanovich et al. 2002), ou un récepteur solfMerine et al. 2010), a pour objectif

d’augmenter la masse musculaire, et/ou les capadiéregénération (Chakkalakal et al.
2005).

La fibrose a également été envisagée comme cibtagbutique. Des antifibrotiques, tels que

I'halofuginone, ont été proposés (Turgeman et@D82.

Un apport de Glutamine, un acide aminé non essas$entiellement produit et stocke par le
tissu musculaire, et dont la synthese est redbige te patient atteint de DMD, a par ailleurs

été proposé (Mok et al. 2009).

Une autre voie pharmacologique vise a traiter lesharges calciques, responsables de la
cascade protéolytique intervenant dans la pathegdaila DMD. Ont été envisagés des
antagonistes calciques (Phillips and Quinlivan 20@8, plus récemment, des molécules
stabilisatrices du récepteur a la ryanodine RyRimpttant de réduire les fuites calciques par

ce canal (Bellinger et al. 2009).
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Malgré les nombreuses voies thérapeutiques idéasifipeu ont cependant déja atteint le
stade de I'essai clinique (Hamed 2006, Kinali eR8D9, Malik et al. 2010, Miller et al. 1997,
Mok et al. 2009, Torrente et al. 2007, van Deuteledral. 2007).

Dans le cadre de l'identification d’axes thérapgueis et de leur évaluation en amont des
essais cliniques, difféerents modéles animaux de DBMistent et sont, pour certains,

largement utilisés (Banks and Chamberlain 2008 |ndihn et al. 2009). Trois espéces de
mammiféres ont spontanément développé cette maktdieur mutation a été conservée pour

I'’établissement de colonies.

La premiére de ces especes, et la plus largemiéséet est 'espéce murine. En particulier, le
modele spontangdx (X-linked muscular dystrophy), décrit sur le plahénotypique avant
méme la découverte du géene de la dystrophine,&rpudentifie comme un modele probable
de DMD, en raison des lésions musculaires dystoy@s, de I'élévation des CK, et du mode
de transmission, lié a I'’X (Bulfield et al. 1984)ne mutation ponctuelle dans I'exon 23 du
géene de la dystrophine a permis de confirmer gumeoéelemdxétait un modéle génétique de
DMD (Sicinski et al. 1989). Par ailleurs, d’'un pogte vue histologique, les muscles de la
sourismdxmontrent un phénotype dystrophique avec nécrogggénération. Une importante
vague de nécrose est observée a I'age de troisirssnauis s’ensuivent des cycles de
nécrose-régénération, si bien qu’a I'dge de huiiasees, la grande majorité des fibres sont
déja centronucléées (témoin de régénération). peyportion atteint 80 a 90% des fibres a 26
semaines (Pastoret and Sebille 1995b, Torres acHdnul987).

Une dysfonction musculaire peut étre mise en éwvegrar mesure de force, notamment aprés
contractions eccentriques (Quinlan et al. 1992,c&aet al. 1992). Une dysfonction
respiratoire et une cardiomyopathie dilatée ontedgant pu étre quantifiées (Ishizaki et al.
2008, Quinlan et al. 2004). Cependant, ce modédféreien plusieurs points de la DMD.
D’une part, les souris mutées montrent tres pesigiges cliniques. Ceux-ci se limitent en
effet a un déces un peu plus précoce que les ssausges (91 semaines vs 108 semaines) et
a des difficultés a se déplacer pour s’alimentersng@i ne surviennent que relativement
tardivement (78 semaines) (Pastoret and Sebilléd)9®ar ailleurs, la fibrose et l'infiltration
adipocytaire majeures observées dans le muscleogijue humain sont tres peu visibles,
voire absentes, chez la souris (Bulfield et al.4198ullen and Jaros 1988), a I'exception du

diaphragme (Stedman et al. 1991).

32



La sourismdx présente donc les avantages d'étre de petitee,tddicile d’entretien, de
manipulation et d’'obtention et d’étre un modéle éiue vrai de DMD avec des lésions
musculaires présentes et des altérations fonctil@snmesurables. Ces avantages en font un
modele largement utilisé dans une premiere étapelifgationin vivo des biothérapies. Ses
limites sont sa petite taille, bien éloignée ddecee I'enfant DMD, les difficultés d’'une
évaluation clinique chez cet animal étant donngele de symptdmes présents, et son tableau
Iésionnel musculaire qui differe de celui du patiemD.

Des modeéles combinant la mutationixavec d’autres mutations ont été créés, afin diobte
des souris présentant une atteinte histologiqudirgtjue plus proche de celle des patients
atteints de DMD. Néanmoins, le contexte génétiqumaéculaire s’en trouve alors modifié
(Willmann et al. 2009).

Le chat déficient en dystrophine a cela en commuet da sourismdx qu’il présente une
atteinte clinigue modérée. Le modéle félin de DM& Bn modele spontané également,
nommé HFMD (hypertrophic feline muscular dystrophgn raison des hypertrophies
musculaires que les chats atteints arborent. Laagkssie peut étre telle que I'animal ne
peut plus déglutir. Le chat dystrophique présemnte discréte raideur dans la démarche,
parfois des difficultés a sauter, ou une fatiguéeffort, mais reste actif physiquement
(Carpenter et al. 1989, Gaschen et al. 1992) et ¢&passer I'age de 10 ans. Son atteinte
cardiaque est en revanche précoce et trées mar@ieatboul et al. 2006). Contrairement au
patient, il s’agit d’'une cardiomyopathie hypertrapte. La concentration sérique en CK est
trés augmentée, et majorée par un stress ou uaiex@hysique. Certains chats, peuvent par
ailleurs, suite a un stress, développer une rhapdlyse aigué, qui peut conduire a un déces

brutal de ces animaux (Gaschen et al. 1998).

L’examen histopathologique du tissu musculaire cheg animaux met en évidence un
phénotype dystrophique avec nécroses et régéngsatitais, comme chez la soumslx peu

de fibrose, a I'exception du diaphragme (Gascheth Bargunder 2001). Des foyers de
calcification sont frequemment observés, sans guiedrigine soit réellement déterminée. La
taille des fibres musculaires est significativemamgmentée chez ce chat, qui présente donc

une hypertrophie musculaire vraie (Gaschen et@2)L

La mutation des chats HFMD touche, comme chezdésrgs atteints de DMD, le gene de la
dystrophine. Cependant, il s’agit d’'une délétionluant le promoteur musculaire du gene.

L’isoforme musculaire ne peut donc plus étre primduNéanmoins, les promoteurs d'autres
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isoformes de 427 kDa sont épargnés par cette diéldte chat HFMD exprime donc une
faible quantité d’isoforme neuronale, sous la memerde ses fibres musculaires (Winand et
al. 1994). Ceci peut constituer une voie d'expiarata la faible atteinte clinique motrice de
ces animaux. En revanche, les cardiomyocytes nepssncapables de stimuler le promoteur
de l'isoforme neuronale. Dans le tissu cardiagaejyistrophine est donc totalement absente.
Le modéle HFMD peut donc, par ces aspects moléeslagétre considéré comme un modele
de cardiomyopathie dilatée liée a I'’X (XLDCM), dysgphinopathie épargnant les patients sur
le plan moteur mais entrainant un phénotype de iaragdpathie, selon les mémes
mécanismes moléculaires (Neri et al. 2007). Toigefee fait que la cardiomyopathie
observée dans ce modele ne soit pas de méme eatdeit un modele imparfait, de méme
gue sa sensibilité au stress, et les difficultégiantes a sa manipulation qui en découlent.

La troisieme espece de mammifére dans laquelle adelm de DMD a été identifié est
'espece canine. Des cas spontanés de dystrophissulaires canines liees a I'’X (CXMD)
ont été décrits dans de nombreuses races. Le preasiea été identifié dans un pedigree de
terriers irlandais, bien avant la découverte duegéle la dystrophine, en raison d'un
phénotype clinique et histologique et d’'un moddrdasmission évoquant la DMD (Wentink
et al. 1972). Depuis, de nombreux cas ont été aimsectes, sans confirmation du déficit en
dystrophine, dans des races aussi diverses gamieygde (Presthus and Nordstoga 1993), le
groenendael (Van Ham et al. 1993), ou I'épagneetidor (Van Ham et al. 1995). Certains cas
ont été davantage documentes, et I'absence deogdiisie démontrée par immunomarquage
et/ou western blot, chez le Schnauzer nain (Padh €993), le Spitz (Jones et al. 2004), le
rat terrier (Wetterman et al. 2000), le braque dariér (Baltzer et al. 2007), le grand basset
griffon vendéen (Klarenbeek et al. 2007), le labragtriever (Bergman et al. 2002). Enfin, la
mutation en cause a été identifiee totalement atiejament, chez le pointer allemand
(Schatzberg et al. 1999), le labrador retrieventtizdemy et al. 2007a, Blot et al. 2002), le
cavalier King Charles (Walmsley et al. 2010), legtqSmith et al. 2010), et le golden
retriever (Sharp et al. 1992).

Ce dernier a été décrit sur le plan clinique, higfiggue et moléculaire il y a une vingtaine
d’années (Cooper et al. 1988, Kornegay et al. 198Barp et al. 1992, Valentine et al. 1990),
et une colonie a été créée et est désormais atitiaés plusieurs centres dans le monde. Ce
modele a été baptisé GRMD pour Golden Retrieverdulas Dystrophy. Dans une unité de

recherche japonaise, la mutation a été transfsée,croisements dirigés, sur le fond
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géneétique du beagle, et les animaux de cette &yldes beagles portants la mutation GRMD,
ont été nommés CXMDJ (pour CXMD japonais) (Shimasal. 2003).

Le chien GRMD est le mieux décrit sur le plan e, mais il partage les principales
manifestations de la maladie avec les autres anirdéarits. L'évolution clinique du chien
GRMD est proche de celle de I'enfant DMD. Jusqifigé de six semaines, seuls un retard de
croissance et une élévation des CK peuvent pemndérdistinguer cliniquement un chiot
dystrophique d'un chiot normal. Cependant, certangnaux présentent une forme dite
néonatale fulminante, fatale dans les dix prenjmuss de vie (Valentine et al. 1988). Cette
manifestation clinique, propre au modele GRMD liégt a une nécrose aigué des muscles les
plus sollicités par I'animal et en particulier émbue (tétée), le diaphragme (respiration), et les
muscles des membres impliqués dans la reptationy@get al. 2002, Valentine and Cooper
1991).

Chez les animaux échappant a cette forme néondede,premiers signes cliniques
apparaissent entre six et neuf semaines et soitédia une raideur débutante de la démarche,
avec une course dite en « saut de lapin », les gestérieurs avangant simultanément. Entre
neuf et douze semaines, les premiers signes dactiétts musculo-tendineuses peuvent
apparaitre, et le chien GRMD peut devenir palmigrad plantigrade. Peu a peu, des
ankyloses articulaires parfois prononcées se niettanplace. Une stabilisation clinique
survient entre six mois et un an. Contrairemererfdnt atteint de DMD, le chien GRMD ne
perd en général pas l'usage de la marche, sane doudiaison avec la quadrupédie (Valentine
et al. 1988).

Outre l'atteinte locomotrice, ce modele dévelopgalément une dysphagie, se manifestant
par des troubles de la déglutition, liées a une owlossie parfois majeure, et a une
dysfonction pharyngée (Valentine et al. 1988). Lé&gurgitations sont fréquentes, et sont a
relier au développement de mégaoesophages. Deeddriatales peuvent également étre
identifiées (Kornegay et al. 1988b). Sur le plaspmatoire, le chien GRMD présente

également des signes de dyspnée, tels que respirdiscordante, ou polypnée apres un

exercice modéré (Valentine et al. 1988).

Enfin, les animaux les plus agés développent urdiarayopathie dilatée, qui peut conduire a
une insuffisance cardiaque, elle-méme responsablelétes, chez les animaux survivant
jusqu'a 5 ou 6 ans (Valentine et al. 1988). Lesemuainimaux déceédent prématurément des
conséquences de leur dysphagie ou de complicatities que des bronchopneumonies par

fausse déglutition. La survie de ces animaux est dortement altérée : 25 % d’entre eux
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déceédent avant 'age de 9 mois, 50 % avant 18 mebigpis chiens sur quatre sont décédés

avant I'age de 3 ans et 3 mois (Blot et al., doamém publiées)

Sur le plan électromyographique, les chiens GRMbmme les patients atteints de DMD,
présentent une activité spontanée sous forme dedfas pseudomyotoniques (Kornegay et
al. 1988b)

Le déficit en dystrophine, responsable du tabldaugoe du chien GRMD, est lié a une
mutation ponctuelle dans le gene de la dystroplsnlestituant une adénine par une guanine,
dans le site accepteur d'épissage de lintron G®let al. 1992), créant ainsi un site de
restriction Sau96l exploité dans le test génétiqaeréférence (Bartlett et al. 1996). Cette
mutation induit le saut de I'exon 7, conduisantnadécalage du cadre de lecture. Une faible
guantité d’ARNm délété de son exon 7 est présemags la traduction de celui-ci en protéine
est impossible en raison du décalage du cadrectitrde(Sharp et al. 1992). Si le marquage
immunohistochimique montre que la dystrophine dsdeate de la majorité des fibres
musculaires, des fibres révertantes peuvent égretiftbes dans ce modele, comme chez les
patients. La proportion de ces derniéres a étéiégalans le muscle sartorius, dans lequel elle
est de 0 4 0.002 % (Dell’Agnola et al. 2004) et @dteindre 0,3% (Kornegay et al. 2003).
Par RT-PCR, il a pu étre établi que la dystrophéwertante chez le GRMD est issue de deux
types de transcrits, I'un ayant bénéficié d'un skag exons 3 a 9 l'autre des exons 5 a 12, ce
qui permet, dans les deux cas, de rétablir le cddréecture et la synthése d’'une protéine
d’environ 390 kDa (Schatzberg et al. 1998). Siecptbtéine tronquée comporte les domaines
indispensables a la fonctionnalité de la dystroph@ile ne constitue pas un obstacle a la mise
en ceuvre et a I'évaluation d’essais de biothéraghez le modele GRMD, de par la faible

prévalence des fibres I'exprimant.

Les caractéristiques histopathologiques musculalteghien GRMD sont trés similaires a
celles du patient atteint de DMD. Apres d’intensgsles de nécrose et régénération chez le
jeune, une fibrose importante s'installe peu a plas tous les groupes musculaires
(Valentine et al. 1990). Des fibres hypercontraseant fréequemment observées chez le jeune
(usqu'a 19% a quinze jours) et regulierement chiadulte (4%). Les centralisations
nucléaires sont bien moins courantes que chez Belmonurinmdx n’atteignant que 12%
chez le chien de 6 mois, et ne dépassant qu’excemilement 1% dans le quadriceps

fémoral du chien adulte (Cozzi et al. 2001).
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Cette description du chien GRMD déemontre qu’il #ag modéle le plus proche, sur le plan
phénotypique, du patient atteint de DMD. Ces imgues similitudes sur le plan clinique et
histologique, ainsi que sa taille, proche de a#llem enfant, en font un modéle de choix pour
I'évaluation pré-clinique de stratégies thérapeuwds préalablement validées chez la souris
mdx.Les questions de voies d’administration et de héadbnctionnel peuvent étre posées
dans ce modéle, avec davantage de pertinence ggdalanodéle murin. Quelques uns des
axes thérapeutiques évoqués plus haut ont d'alldéja fait I'objet d’essais pré-cliniques
dans ce modele (Cerletti et al. 2003, Dell'Agndlale2004, Kerkis et al. 2008, Kornegay et
al. 2010, Sampaolesi et al. 2006).

S’il constitue le modeéle le plus fidele de DMDpiésente néanmoins quelques défauts qui lui
valent des critiques, et une remise en questiosateintérét dans le cadre d’essais pré-
cliniques. Outre le fait qu'il s’agit d’'un modeéleiteux, difficile d’'obtention et de maintien,
le principal reproche fait aux chiens GRMD est |lgmande variabilité inter-individuelle
(Banks and Chamberlain 2008, Willmann et al. 20(®). effet, si le tableau clinique
précédemment décrit est présent chez tous les cHERMD, lintensité de ces signes
clinigues est éminemment variable d'un animal atfa (Valentine et al. 1988) : certains
animaux évoluent tres rapidement et nécessitemted&ithanasiés avant I'age de six mois,
tandis que d’autres montrent une locomotion rermebbument préservée et une dysphagie
peu marquée a I'age de six ans, tous les interninésli@xistant (Ambrosio et al. 2008,
Ambrosio et al. 2009) . Cette variabilité interdividuelle peut constituer un obstacle majeur a
I'évaluation d'un éventuel bénéfice thérapeutigete¢contraindre a devoir utiliser un nombre
trés important d’animaux pour démontrer un effer{lB and Chamberlain 2008, Willmann et
al. 2009).

Ces critiques, faites a I'encontre de ce modélet ggalement liées au fait que peu de
meéthodes d’évaluation fonctionnelle quantitativecdanodele existent. Or, une connaissance
guantifiee de I'hétérogénéité phénotypique pourpatmettre de contrbler celle-ci, et de

déterminer de maniére fiable le nombre d’individusgvaluer pour espérer démontrer un

bénéfice donné, sur une fonction donnée.

Quelques indices ont toutefois déja été démontoésne pertinents pour I'évaluation des
chiens GRMD, et quatre grands types d’outils dguaés.

Une évaluation non-invasive des lésions musculdieeshiens GRMD de 2 mois par imagerie
par résonance magnétique (Thibaud et al. 2007) raod#é que les animaux malades

montraient un signal en mode T2 augmenté, en ptiopodu signal en mode T1, traduisant
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probablement les nécroses, cedemes et inflammatiésents a ce jeune age. Le signal T2
s’est par ailleurs avéré hétérogene, traduisadistabution également hétérogéne des lésions
au sein d'un muscle donné. Ceci souligne d'aillelassupériorité de cette méthode
d’évaluation sur une analyse histologique réalégartir d'un fragment de biopsie, dont les
résultats peuvent ne pas étre un reflet fidele'@atllésionnel du muscle dans sa globalité.
Enfin, 'augmentation relative du signal apres atign de gadolinium, est majorée chez les
chiens GRMD, ce qui est a mettre en relation agezbnes de nécrose, et le développement
de la fibrose, ces deux types de Iésion libérarespace propice a la diffusion de I'agent de
contraste dans le tissu musculaire. Cette technijneagerie, et les indices développés,
permettent de disposer d’'une évaluation quantéadies Iésions musculaires, de maniére non

invasive.

Un outil d’évaluation de la fonction musculaire ar @illeurs été développé, permettant la
mesure de la force musculaire des chiens GRMDrivo (Kornegay et al. 1999). Les
fléchisseurs et extenseurs du tarse ont été évaldéferents ages. La faiblesse de ces deux
muscles a été mise en évidence pour les deux ggaupsculaires. Cependant, la diminution
de la force avec I'age s’est avérée plus clairemegtquée pour les extenseurs, traduisant
I'atteinte plus prononcée de ce groupe muscul&ed. outil permet de quantifier un déficit
fonctionnel chez le chien GRMD, et son utilisatipaurrait étre envisagée dans le cadre
d’essais pre-cliniques, qu’il s’agisse d’adminigtnas locales, ou systémiques.

La cardiomyopathie du chien GRMD a par ailleurs lfabjet d’'une évaluation quantifiée par
echocardiographie et doppler tissulaire (Chetbowall.e2004a, Chetboul et al. 2004b). Outre
la chute de fraction de raccourcissement, qui pEtg observée en échocardiographie
conventionnelle chez des chiens agés de plus diutealoppler tissulaire permet de mettre
en évidence une dysfonction myocardique précocéamiment, un indice a été évalué : le
gradient de vélocité myocardique, deéfini comme [#éence des vélocités endo- et
épicardiques, normalisée par I'épaisseur de lai garoentricule gauche. A I'age de 6 mois,
cet indice est significativement diminué (Chetbetilal. 2004b). Ces indices permettent de
guantifier la dysfonction myocardique, y comprisrdaniere précoce, ce qui peut permettre
d’évaluer l'efficacité de stratégies thérapeutiqees le plan cardiaque, chez de jeunes

animaux.

La derniere méthode d’évaluation développée estguiie de score clinique (Cordazzo M.-
C. 2007, Thibaud et al. 2007). Cette grille, qgufie en Annexe 1 de cette introduction,
comprend 17 items, répartis en deux parties. Lenjgre partie, qui a pour objectif d’évaluer
la dysphagie et la dysfonction respiratoire, conti@ items. La seconde partie, orientée vers
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I'évaluation de la fonction motrice, comprend lénis. Chacun des items peut se voir
attribuer une note comprise entre 0 et 2 (demi{pooompris), O représentant la situation
normale, et 2 la situation la plus critique. Le$eok présentant le score le plus élevé sont
donc les plus touchés. Un opérateur formé a l'usgka grille note le chien a tester, soit a
lissue de simples observations, soit apres avemahdé un exercice simple a 'animal, en
fonction des items. Il s’agit donc d’'une méthodmisquantitative, qui conserve une part de
subjectivité. Malgré cela, ce type de méthode rést ttpandu pour I'évaluation des patients
atteints de DMD (Vuillerot et al. 2010), et les eliges équipes travaillant avec des chiens
GRMD se sont également créé une grille d’évaluattanméme type (Kerkis et al. 2008,
Shimatsu et al. 2003). L'engouement pour ce type niéthode d’évaluation, bien
gu’imparfaite, traduit un besoin d’outils d’évaligat simples de mise en ceuvre, et capables

de mettre en évidence la dysfonction, notammentiocgoét respiratoire du chien GRMD.

Le travail présenté ci-aprés a pour objectif deonépe a un besoin d'outils pertinents,
objectifs, simples d'utilisation et non invasifsermettant de quantifier les différentes
fonctions touchées chez le chien GRMD, en complémierreux déja mis en place.

Dans un premier chapitre, trois outils d’évaluationctionnelle seront proposés, et évalués.
En premier lieu, sera abordée I'évaluation de tadonusculaire, certes déja validée chez le
chien GRMD, mais sans que |'évaluation de certajrepriétés contractiles telles que la
relaxation musculaire n’ait pu étre réalisée de iBranfiable. Dans une seconde partie, une
méthode d’évaluation de la locomotion par accélétomtri-axiale sera proposée, et évaluée,
chez des chiens adultes stabilisés, puis chezhiesscen cours d’évolution clinique. Enfin, le
troisieme volet évaluera la pertinence de deuxdsdtévaluation de la fonction respiratoire,
chez des chiens adultes, puis en cours d’évoldiiaigue : la cinématique diaphragmatique
par analyse d’'images radioscopiques d’une pal, girométrie en respiration physiologique
d’autre part. Pour chacune des méthodes évalpsrtinence des différents indices obtenus
sera évaluée par comparaison des valeurs obteheedes chiens GRMD a celles mesurées
chez leurs témoins sains. Un indice pertinent permettre une distinction franche des deux
populations.

Faisant suite a cette premiere partie, deux auatrapitres permettront d’'une part d’offrir une
premiere application aux outils développés, et tiéawpart de proposer d’autres outils
d’optimisation de I'utilisation du chien GRMD, aowrs d’essais pré-cliniques. Le premier de

ces deux chapitres a pour objectif de tenter dtilendes marqueurs prédictifs de I'évolution
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clinique des chiens GRMD. La valeur prédictive dedices identifiés dans le premier
chapitre sera notamment évaluée, et les éventaetisuirs prédictifs identifiés permettront de
rationaliser I'utilisation des chiens GRMD dans &ssais pré-cliniques, et de répondre a la
problématique de la variabilité phénotypique. Lende chapitre de ce travail permettra
d’éprouver les différents outils mis en place ¢nation d’essai thérapeutique, au travers d’'un
suivi longitudinal de chiens placés sous protoalmmmunosuppression. En paralléle, ce
travail fournira une population témoin immunosupp¥e, mesurée a l'aide des différents
outils mis au point, qui constituera un référenteponible pour des chiens inclus dans un

essai pré-cliniqgue nécessitant une immunosuppressio

L’ensemble de ce travail devra donc fournir deslgybermettant d’optimiser l'utilisation du
chien GRMD au cours d’essais pré-cliniques, et dérser I'hétérogénéité clinique de ces

animaux, qui représentent le meilleur modele phgngtie de DMD.
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Annexe 1 : grille de score clinique utilisée

pour I'évaluation des chiens GRMD

Laboratoire de Neurobiologie / UETM (version 2.1.1 janvier 2008)
Quantification des signes cliniques sur chiens dystrophiques (GRMD, LRMD)

ChienID: Date de |'examen :
Protocole : Opérateur : n° vidéo :
CRITERES 0 05 1 15 2 note
Dysphagie  |Aucune difficulté |Croquettes + pdtée |Allongement du temps |Difficulté & avaler Incapacité a avaler
a s'alimenter, (plusieurs heures), a/d, |aliment aliment (sonde de
repas rapide, fortol gastrostomie)
croquettes
Ptyalisme Absent Salive au fond de la |Ptyalisme intermittent [Ptyalisme hors des  |Ptyalisme
gueule (hors repas) |(pendant repas) repas prononcé/permanent
Base de la  |Normale Fermeté ou Fermeté + Fermeté + Fermeté +
langue hypertrophie hypertrophie palpable, [hypertrophie + hypertrophie + forte
sans déformation déformation Iégére  |déformation
Ouverture |Pas d'ankylose,  |70° < angle < 60 Ankylose débutante  |45° < Angle < 30° Angle < 30° ou
buccale angle proche de  |° 60° < angle < 45° malocclusion avec
70° défaut de fermeture
Activité Animal joueur, Activité diminuée, Animal en décubitus
générale vient vers les gens isolement, latéral
déplacement lent
Respiration (Normale Discordance Discordance + polypnée |Discordance + Discordance + polypnée
apres stimulation polypnée au repos + |au repos + cyanose des
ronflement muqueuses / orthopnée
Ss-total /12
Ecartement |Serrés en appui = |Faiblement écartés |Faiblement écartés sur |Fortement écartés  |Fortement écartés sur
des doigts  |normale sur 2 pattesou 6 |4 pattes ou 12 EID sur 2 pattes ou 6 EID |4 pattes ou 12 EID
EID
Palmigradie |Absence (angle  |90° angle < 45° Modérée (angle = 45°) |Angle < 45° Prononcée (angle = 0°)
sol-carpe = 90°)
Plantigradie |Absence (angle 90°« angle < 45° Modérée (angle = 45°) |Angle < 45° Prononcée (angle = 0°)
sol-carpe = 90°)
Démarche  |Normale Démarche souple, |Raideur généralisée Raideur généralisée  |Démarche impossible
Bunny hopping lors |débutante, Bunny prononcée
de la course hopping constant
Transfert |Absent Postérieurs sous Poids placé sur I'avant
de poids I'abdomen ou antérieurs
sous le thorax
Sautillement |Normal (> 10 Possible (5 a 10 Réduit (chute au bout |1 a2 foulées Impossible
foulées) foulées) mais de 4-5 foulées)
difficile
Fermeté des |Normale d la Fermeté débutante |Fermeté débutante Fermeté prononcée |Fermeté prononcée
muscles palpation localisée généralisée localisée généralisée
proximaux
Rétractions |Absentes Raideur cervicale  |Ankylose débutante > 6 articulations Ankylose prononcée
musculo- généralisée fortement ankylosées [généralisée
Tendineuses
Réflexes Présents vifs Présents diminués Absents
patellaires
Relevé (déc. [Normal (1 Légeérement ralenti [Ralenti (1 seule Plusieurs tentatives |Impossible
latéral) seconde) (2-3s) tentative mais avant relevé
laborieuse)
Franchisst  |Normal Possible mais Réduit/limité/ralenti |Chute ou Impossible
obstacle obstacle touché franchissement
incomplet
Ss-total/22
Total /34
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Chapitre I : mise au point
d’outils d’évaluation

fonctionnelle
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I. Evaluation de la force

musculaire isomeétrique

A. Introduction

La fonction premiére d’'un muscle est de généreladerce. En cas d’atteinte fonctionnelle
musculaire, cette capacité a générer de la forclgisuement altérée. Toute thérapie visant
a apporter un bénéfice fonctionnel a un muscle tiesséa donc permettre un gain de force
musculaire. C’est pourquoi, la mesure de la foreesculaire représente un élément central
dans [I'évaluation fonctionnelle des patients atteinle DMD ou d’autres maladies
neuromusculaires, dans le cadre d'essais thérgpestiou, plus simplement, de leur suivi
clinique.

Chez les patients atteints de DMD, les différenssass ou études cliniques publiés
comprennent quasi-systématiquement une évaluagda fbrce musculaire (Connolly et al.
2002, Kirschner et al. 2010, Miller et al. 1997, rfEmte et al. 2007). Outre la forte
signification que revét un gain de force musculalvez ces patients suite a un traitement, ces
tests présentent 'avantage de pouvoir étre réaéistdus les stades de la maladie, y compris

apres perte de la locomotion, ce qui n’est pasaedes études de marche par exemple.

Deux grands types d’outils ont été développés mt wiilisés chez ces patients. Le premier est
un outil semi-quantitatif, le testing musculairemaal. Il s’agit pour I'opérateur d’évaluer,
selon une échelle donnée, la résistance gqu'ilafmpbser a un mouvement demandé au patient
(Hogrel et al. 2006). L'échelle la plus frequemmeitisée est I'échelle MRC (medical
research council). Chez les patients atteints deDDEE test est trés largement répandu
(Bonifati et al. 2000, Desguerre et al. 2009a, ¢hrer et al. 2010, Parreira et al. 2007). I
présente I'avantage de nécessiter un colt d'équpemul, ce qui facilite le déroulement
d’études réalisées dans de nombreux centres (Kiesat al. 2010). Néanmoins, il n’en reste
pas moins un test subjectif (Hogrel et al. 2006ttdfaand Sobreira 2008).

Des tests quantitatifs sont également disponililegilesés chez les patients (Connolly et al.
2002, Edwards et al. 1987, Torrente et al. 200®8s Dispositifs de mesure adaptés aux
différents groupes musculaires a évaluer ont égamipoint. Ainsi, chez les patients atteints
de DMD, ont été évaluées les forces de flexionsestta du genou (Connolly et al. 2002), de

la cheville (Miller et al. 1997, Sharma et al. 1996u encore de préhension de la main
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(Mattar and Sobreira 2008). Dans le cadre d’essagques d’administrations locales, la
fonction évaluée est adaptée au(x) muscle(s) (spit€Miller et al. 1997, Torrente et al.
2007), ce qui peut parfois conduire a la mise amtpwe dispositifs tres spécifiques d’un
muscle donné (Torrente et al. 2007). Quel quel'smitil considéré, c’est la force maximale
volontaire qui est le plus souvent évaluée. Unreffe contraction maximal est demandé au
patient, et la force générée par cette contracti@ximale est enregistrée. Parfois, une
stimulation du nerf moteur est également réalidée diassurer une contraction réellement
maximale, ou de contrdler la qualité de I'efforiotaire réalisé (Miller et al. 1997, Sharma
et al. 1993). D’autres paramétres d’intérét, tels ta fatigue, la relaxation (Edwards et al.
1987), ou la potentiation post-tétanique (Botelbhale 1960), ont également été identifiés
chez les patients atteints de DMD. Les altératbmses parametres de fonction musculaire
observées chez les patients seront abordées pllsta@hdans le cadre de la discussion (1.D))

Ces parametres restent cependant moins souvenésvgie la force musculaire elle-méme.

L'évaluation de modéles animaux ne peut de toutdeéee pas faire appel a la volonté de
l'individu considéré. Chez les modéles murins ddagtias neuromusculaires, et notamment
chez la sourisndx les mesures de force sont trés développées stitt@mt le principal outil
d’évaluation fonctionnellén vivo (Baltgalvis et al. 2009, Bellinger et al. 2009,dBuer et al.
2008). Deux grands types d’évaluation sont employéspremier est une évaluation sur
animal vigile, tirant profit d'une caractéristiqggemportementale de ces petits rongeurs, qui
est le réflexe d’agrippement. L'opérateur laissesdaris s’agripper a un support relié a un
capteur de force, puis exerce une traction surukug de celle-ci, jusqu’a ce gu’elle céde
(Maurissen et al. 2003). La force maximale d’ageiment peut ainsi étre enregistrée. Ce test
est réalisable sur les membres antérieurs et pasteret a permis de démontrer que la force
d’agrippement chez la souris mdx est diminuée,rasaot 'emploi de ce parametre dans des
études d’évaluation thérapeutique menées dans delen(Spurney et al. 2009). Cependant,
ce test, tres utilisé (Bellinger et al. 2009, Huebat al. 2008), conduit & des résultats qui
peuvent étre tres influencés par de multiples tast€Maurissen et al. 2003). Ceci peut
contribuer a rendre ce test de force d’agrippenddficilement reproductible et comparable

d’'une étude a une autre.

Le second grand type d’évaluation est la mesuila éterce tétaniquen vivo. Une contraction
maximale est ici obtenue par stimulation électriquenerf moteur. Les mesures sont réalisées
le plus souvent aprés isolement du tendon, quieestite reli€é a un capteur de force
(Baltgalvis et al. 2009, Quinlan et al. 1992, Saetal. 1992). Quelques études ont également

démontré qu’un enregistrement de la force musaulde flexion ou d’extension du tarse
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moins invasif, sans isoler de tendon, pouvait &edisé chez le rat et la souris, a I'aide de
dynamometres dédiés (Baligand et al. 2010, Cutlig.e1997). Chez la souriadx la force
tétanique générée est inférieure a celle de ssaies (Quinlan et al. 1992).

Considérant la place prépondérante occupée panéssires de force, au cours des essais
cliniques sur patients atteints de DMD d’une peirten recherche d’amont sur les sounix
d’autre part, et étant donnée la position intermiégli pré-clinique occupée par le chien
GRMD, la mesure de force musculaire s'impose ern tpe critere d’évaluation de ce
modele. Le développement et la maitrise de ce tgpenesures chez ces animaux apparait
donc nécessaire, tant dans l'objectif de démontrar effet fonctionnel aprés une

administration locale, qu’un effet a I'échelle sysique.

Lorsque ce travail a débuté, quelques études avdéa été menées sur la mesure de force
chez le chien GRMD. Dans une premiere étude, laefau muscle long péronier a été
évaluée aprés isolement de son tendon, chez desscagés de 3 et 6 mois (Kornegay et al.
1994). Une diminution de la force tétanique a é@mantrée a 'age de 3 mois, mais cette
modification n’était plus présente a I'dage de 6 sndin défaut de relaxation de ce muscle a
également été mis en évidence. Une seconde étiaieenpar la méme équipe, s’est, cette
fois, penchée sur une méthode de mesure de foroes Mwasive, sans isolement d’un tendon
(Kornegay et al. 1999). Un statif dédié a la mesleéorce de flexion et d’extension du tarse
a été mis au point, et des mesures effectuéedénatifs ages (3, 4.5, 6 et 12 mois). La force
tétanique des chiens GRMD a été démontrée comnm éiminuée a tous les ages
considérés, que ce soit en flexion ou en extensi@mpendant, la fonction de flexion s’est
montrée davantage altérée en phase précoce ddddiengu’en phase plus tardive, tandis que
le profil d’évolution de la force d’extension seribl différent, I'écart avec les valeurs

obtenues chez les animaux sains se creusant psogreent.

Une preuve de concept de la faisabilité et dedttt des mesures de force de flexion et
d’extension du tarse dans le modele GRMD était daite. Il n’en restait pas moins qu’un
travail de mise au point d’'un dispositif de mesdweméme type, et de collection de données
sur la colonie GRMD francaise était nécessaire.ail@urs, des propriétés telles que fatigue
ou relaxation musculaires, qui n'avaient pas fabjet d'une analyse approfondie dans
I'étude sur la flexion-extension du tarse, restagerexplorer. Enfin, dans le cadre d’essais
thérapeutiques, la question de la pertinence désahts parameétres évalués sur le plan de
leur signification clinique restait a résoudre. #ijnil restait & déterminer si les données
obtenues sur un groupe musculaire donné pouvdienéegrapolées a l'individu entier, c’est-

a-dire traduire de maniére quantifiée I'état cliregle I'animal lors de la mesure.
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De par leur utilisation fréquente chez les patiéhtiler et al. 1997) (Sharma et al. 1995) et la
souris (Quinlan et al. 1992, Sacco et al. 1992)ertraison de leur accessibilité pour
d’éventuelles injections intra-musculaires (notamirle muscle tibial cranial), les muscles
craniaux de la jambe ont été choisis pour cetteurse€’est donc la force de contraction des
muscles innerveés par le nerf fibulaire qui a étéléée ici, c’est-a-dire la force de flexion du
tarse et d’extension des doigts du membre postédiéétude présentée ici a été menée en
deux temps : tout d’abord, un travail effectué,caue premier dispositif de mesure, qui a
permis d’étudier la force tétanique, la potentiatiet la fatigue musculaires. Ce premier
dispositif a montré quelques limites, auxquelles derrections ont été proposées dans un
statif de deuxiéme génération, dont l'utilisaticst exposée dans la deuxieme partie de ce
chapitre. Dans cette seconde partie de I'étudimrta tétanique, la potentiation et la fatigue
musculaire, ainsi que les propriétés de relaxatimnpu étre évaluées, a différents ages chez
les chiens GRMD. La question de la pertinence guliaide ces différents indices a été étudiée,
par évaluation de la corrélation des valeurs ol@snavec le score clinique moteur des

animaux.
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B. Etude sur le module de premiére génération

1) Matériels et Méthode

a) Présentation du dispositif de mesure

Le statif de mesure de force utilisé dans cettenjinee partie du travail avait été développé en
collaboration avec le département de bioingéniggiginstitut polytechnique de Milan (Paolo
Mognol), dans le cadre de I'étude des effets fomctels de greffes de mésoangioblastes

(Sampaolesi et al. 2006).

Le dispositif de mesure lui-méme était intégré damstatif, permettant le positionnement du
membre postérieur de I'animal. Deux capteurs deef¢Grass, FT10) (Fig 1, A) permettaient
de mesurer la force générée par les fléchisseurarsie et extenseurs des doigts. Ces capteurs
a jauges de contraintes pouvaient étre utilisés des ressorts de différentes résistances. Ici,
un ressort permettant une plage de mesure étered0dba 10000 g a été employé. Ces deux
capteurs étaient montés verticalement et en phratidiés, par des tiges filetées horizontales
(Fig 1, B) d’'une longueur de 85 mm, a la plaque laquelle la force de contraction était
exercée, ou pédale (Fig 1, C). Ces tiges filetéaerd elles-mémes attachées a la plaque,
dans sa partie haute (le plus souvent au dessudoitfts des animaux), via un systéeme de

boulons vissés manuellement au début de chaque test

La pédale était montée sur deux roulettes (Fig)lcdnlissant dans des rails latéraux (Fig 1,
E). La pédale était donc mobile durant la contoagtdavantage dans sa partie basse que dans

sa partie haute, elle-méme relativement fixe, taguee par la liaison aux tiges filetées.

Le groupe capteurs-tiges filetées-pédale pouveat @pproché de I'animal ou, au contraire,
en étre reculé, en fonction du gabarit du chietetgsar desserrage de boulons (Fig 1, F)
situés au niveau de deux rails latéraux (Fig 1,p&mettant le mouvement du module

d’enregistrement dans I'axe cranio-caudal.
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Figure 1 : Module de mesure de force de premiere génération :

présentation du dispositif.

C. Pédale B. Tiges filetées  A. Capteurs de force E. Rails latéraux

D. Roulettes de la pédale - F. Vis et boulons permettant la
mobilisation cranio-caudale du
module

Photographie légendée du dispositif, vu de haut. Durant le test, le module était

positionné sur la table d’examen, le chien était positionné cété gauche de l'image

(voir figure 2).

Le signal électrique généré par chaque capteur eriaiuite amplifié et filtré & 3 Hz par des
amplificateurs Grass, puis transféré a une undégliisition de type iWorx 214, permettant le
transfert des données en temps réel via USB suPde dans le logiciel d’acquisition
Labscribe ® (iWorx).

b) Préparation et positionnement de I'animal

Préparation de I'animal

Les chiens étaient placés sous anesthésie géndmaks induction au propofol, administré

par voie intra-veineuse, a raison de 6.5 mg/kgatl@maux étaient intubés, puis placés sous
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dioxygene, véhiculant 2 a 3 % d’isoflurane. Ce peuntage était modulé en fonction de la
profondeur d’anesthésie constatée. Durant lI'ansghées parameétres suivants étaient
contrlés : fréquence cardiaque, saturation en @ession partielle en GOexpiré,

température rectale.

Positionnement de I'animal

Les chiens étaient placés en décubitus dorsalymdrochés du statif d’enregistrement, de
maniére a ce que le membre postérieur a enregigtisse étre placé dans le dispositif.
Concrétement, la jambe du chien (segment tibiadjéaplacée sur la plaque horizontale du
statif, les articulations du genou et de la cheviirmant un angle de 90°. Afin de maintenir
une contraction isométrique, les segments proxinguwkistaux au genou et au tarse ont été
maintenus dans une position standardisée. Ainsijikse de I'animal a été plaquée contre le
statif, a I'aide d’'une bande velcro large et lesur@ments latéraux et/ou craniaux ont été
prévenus par la mise en place d’équerres métafligquiacées telles un écrin autour de cette
articulation. Médialement au genou et a la cuissanontant métallique permettait de limiter
les mouvements médiaux. Ce montant était fixé aalppermettant sa mobilisation médio-
latérale, de maniére a modifier sa position suivarmhembre a tester (droit ou gauche). Le
segment métatarso-phalangien a été positionn&alemnent, sur la plaque reliée aux capteurs
de force. Deux bandes velcro, positionnées resmao@nt autour des meétatarses, juste
distalement au tarse, et au niveau de larticutatioétatarso-phalangienne, ont permis le
maintien de ce segment a la plaque. Une fois le ineran place, la verticalité de la plaque
reliée aux capteurs a été contrélée a l'aide diweau a bulle, puis éventuellement corrigée
par déplacement du chariot supportant cette pladpres I'axe cranio-caudal. Apres obtention
d’une verticalité correcte, la position du chagétait conservée par serrage de I'ensemble des
boulons le fixant aux rails latéraux. Le positiomsat du chien dans le dispositif est illustré

dans la figure 2.

Avant et aprés chaque test, les capteurs ont ébFésa membre en place dans le dispositif,

par suspension a la pédale, d'une masse de 1 kg.

Stimulation supramaximale du nerf fibulaire

Mesurer la force tétanique maximale des musclea dlage antérieure de la jambe du chien
impose d’obtenir une contraction totale des musctesernés. Celle-ci a été obtenue par

stimulation supramaximale du nerf fibulaire, emeait une contraction des muscles tibial
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cranial, long extenseur des doigts, extenseurdatis doigts, et long péronier. Une flexion

du tarse, et une extension de I'articulation mésatghalangienne est alors obtenue.
Positionnement des électrodes

La stimulation percutanée du nerf fibulaire a ééalisée par une paire d'électrodes
monopolaires. L'électrode de stimulation a été fomsnée sur le nerf, apres palpation
transcutanée de celui-ci, au niveau du col de baldi L'électrode de référence était
positionnée a proximité, en regard du plateau ltifiigure 2). Les potentiels d’action
composés ont été enregistrés simultanément auxulations, de maniére a controler
I'efficacité de celles-ci. Dans ce but, une paitl@attrodes monopolaires a été insérée dans
'espace sous-cutané, en surface du muscle tibdalial. L'électrode d’enregistrement était
positionnée en zone proximale du muscle, au niwhaworps charnu, et I'électrode de
référence en regard du tendon (figure 2). Enfinre éwentuelle contraction des muscles
antagonistes (loge postérieure, extenseurs dufladesseurs des doigts), a été controlée via
une électrode concentrique positionnée dans le ktéfal du muscle gastrocnémien, et
permettant de constater I'éventuelle survenue d’apévité électrique. Stimulation et
enregistrement des potentiels composés ont éiggéalvia un moniteur d’électromyographie

Nicolet ®, et le logiciel dédié, Viking ®.

Figure 2 : Présentation du module de premiere génération : photographie

légendée d’'un chien en place dans le dispositif

Electrode de stimulation
(nerf fibulaire)

~ Electrode de référence
(créte tibiale)

n
Tarse Genou

Electrode d’enregistrement
(tibial cranial)

~ Electrode de référence
. (tendon du tibial cranial)
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Mise au point et recherche de l'intensité de stimul ation

supramaximale

Préalablement a I'enregistrement de force proprérdgnune phase de mise au point était
nécessaire, afin d’obtenir les conditions optimaesstimulation, et de déterminer l'intensité
de stimulation nécessaire. Une fois I'animal et éésctrodes en place, quelgues secousses
(Twitch) étaient tout d’abord réalisées, a 40V et0.2 Hz, afin de contrbler le bon
positionnement de I'électrode de stimulation. Laiggéance étant de 4000 Ohms, 40V
correspondaient a 10 mA. Si des potentiels d’actiomposés étaient enregistrés et qu’une
contraction des muscles considérés était bienlgisid phase de mise au point continuait, a
partir de stimulations tétaniques. Les stimulatit@taniques utilisées ici, d'une durée de 2 s,
ont été réalisées a 50 Hz (100 stimulations). dedtpuence, faible en comparaison de celles
employées chez 'Homme (Edwards et al. 1987), larisqQuinlan et al. 1992), ou le rat
(Shin et al. 2008), est néanmoins une valeur ¢jassnent utilisée chez le chien (Kornegay et
al. 1999), et a permis I'obtention d’une fusioratétjue. Le niveau de stimulation permettant
d’obtenir la meilleure force tétanique, ainsi g@s Ipotentiels d’action composés de la
meilleure amplitude était alors déterminé, en comgaat par une stimulation a 40V (10 mA),
puis en diminuant, et en augmentant cette valeansCcette phase de mise au point, les
stimulations tétaniques étaient espacées d’au numi@sninute. Une fois le niveau optimal de
stimulation obtenu, une valeur correspondant a amsrnl50 % de celui-ci était retenue, afin
d’obtenir des conditions de stimulation supramaxém&n minimum de deux minutes de

repos était alors respecté avant le début de Bgstrement proprement dit.

Protocole de stimulation

Deux trains de 150 secousses, a 5 Hz (durée 3Mades)n espacés d’'une minute ont tout

d’abord été effectués, afin d’évaluer le niveaypdtentiation musculaire.

Des stimulations tétaniques, a 50 Hz, et d'une eld@ 2 s ont ensuite été effectuées, afin
d’évaluer le niveau de force tétanique maximalasiague la fatigue musculaire. Dans cette
optique, les stimulations tétaniques ont été dffses en quatre séquences, en augmentant

progressivement la fréquence des contractionsy $elprotocole suivant :
- Séquence 1 : 6 stimulations espacées d’'une minute,
- Séquence 2 : 10 stimulations espacées de 30 sezonde
- Séquence 3 : 12 stimulations espacées de 15 sezonde

- Séquence 4 : 40 stimulations espacées de 3 secondes
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Le protocole d’enregistrement en lui-méme étaitnd’wdurée de vingt minutes environ.
Néanmoins, le temps de mise au point représentairomn la méme durée, a laquelle
s’ajoutaient les temps d’anesthésie, de positiommeérat de calibration des capteurs. Un test

comprenant la mesure de force des deux postéagaisdonc une durée d’environ 3 heures.

c) Traitement des données

A partir des tracés obtenus dans le logiciel Labscies données suivantes ont été mesurées,

dans ce méme logiciel, et analysées :

- Le niveau de potentiation musculaire

La valeur de cette variable a été obtenue parltlcdu pourcentage d’augmentation de la
force entre la premiére secousse et la dernierehdeune des séquences de secousses en

trains de 30 secondes, a 5 Hz.
- La force tétanique maximale

Cette variable a été calculée en moyennant la valeudorce tétanique obtenue lors de la
premiere séquence de stimulations tétaniquesagjitsionc de la valeur moyenne de la force

générée par six contractions tétaniques espacées diinute.
- La force tétanique mesurée au cours des différent es
séquences

De la méme facon que pour la force tétaniqgue mdrimene moyenne des valeurs de force
tétanique obtenues aprés chaque stimulation, etgi@cune des trois autres séquences a été
calculée. Pour la derniére séquence, seuls lesoeth 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 et 40 ont été

mesurés.

- La fatigue musculaire au cours des différentes sé guences

La valeur de cette variable a été obtenue en @altgk que représentait le dernier tétanos de

la séquence considérée, en pourcentage du premier.

Les données de force brute, en kilogrammes, isdessdeux capteurs ont tout d’abord éte
converties en Newtons, par multiplication de laeuval obtenue en kg par la valeur de
I'accélération de la pesanteur, soit 9.81 m/s2.\laeurs ainsi obtenues pour chaque capteur
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ont été additionnées puis divisées par deux afobtdhir une moyenne. La valeur ainsi
obtenue correspond aflarce tétanique absolueexprimée en N.

Afin de tenir compte des différences de taille erdnimaux de différents ages, mais aussi
entre chiens sains et GRMD, la valeur de forcenigtee absolue a été normalisée par la
valeur de masse corporelle de I'animal. La variadilesi obtenue correspond a flarce

tétanique relative, exprimée en N/kg.

d) Animaux

Etude de répétabilité des mesures

Deux chiens méles golden retriever sains adultges(@despectifs au premier test: 12.33 et
12.57 mois) ont été testés trois fois, a un inteev@ompris entre 15 et 22 jours (moyenne :
18.3 jours, écart-type : 3.0 jours).

Etude de comparaison des chiens GRMD aux chiens sai ns, a

différents ages

Etude a 4 mois

Quatre chiens males golden retriever sains, etchigins males GRMD ont été évalués a I'age
de 4 mois (moyenne d’age chiens sains : 4.22 néoat-type : 0.15 mois ; moyenne d’'age
chiens GRMD : 4.26 mois, écart-type : 0.13 moigif€au 1).

Etude a 6 mois

Trois chiens males golden retriever sains et chigms méales GRMD ont été évalués a I'age
de 6 mois (moyenne d’age chiens sains : 6.09 ndéogt-type : 0.07 mois ; moyenne d’'age
chiens GRMD : 6.11 mois, écart-type : 0.17 moighf€au 1)

Etude a 12 mois

Trois chiens méles golden retriever sains et déiens males GRMD ont été évalués a I'age
de 12 mois (moyenne d’age chiens sains : 12.44,réo@st-type : 0.12 mois ; moyenne d’age
chiens GRMD : 12.30 mois, écart-type : 0 mois) (€éab 1)

Une étude a 9 mois était initialement prévue, mais seuls deux chi@®RMD ont pu étre

recrutés (moyenne d’age 8.6 mois, écart-type : 3)mo
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Tableau 1 : Animaux inclus dans |'étude de mesure de force sur le module

de premiere génération

Nom Symbole Statut Test4 moisi Test6 mois Test9 mois Teshdid
(graphes)

Chbof X Sain X

Ckan ¢ Sain X

Crash X Sain X X X

Crock _ Sain X X X

Cliff ° Sain X X

Becker P GRMD X

Bjork [ GRMD X X

Bxente ® GRMD X X

C.eds X GRMD X X

Challot A GRMD X

Cbidon GRMD X

C-cool GRMD X

Cyanure X GRMD X

Charlot X GRMD X X X

Charly _ GRMD X X X

A droite du nom de chaque animal figure le symbole qui lui est propre et sera

utilisé dans les graphes. Pour chacune des classes d’age étudiées, une croix est

présente si le test a été réalisé. Si aucun test n’est disponible a un 4ge donné

pour un animal donné, la case correspondante est grisée.
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e) Analyse statistique

Chaque test a généré des données sur le postgaieciie et le postérieur droit. Ces données,
obtenues sur le méme animal, ont été considéréasneoliées, et toutes les analyses
effectuées ont pris en compte cette liaison, etrdaant en tant qu’effet intra dans une

ANOVA a mesures répétées.

Evaluation de la répétabilité des mesures

Une ANOVA a mesures répétées, avec deux effeta (nfté gauche ou droit, et jour de test)
a ete effectuée, afin de déterminer s’il existai¢ différence significative entre tests sur les
mémes animaux.

Evaluation des différences chiens sains-chiens GRMD

Des ANOVA a mesures répétées avec le coté (gauchg/en tant qu’effet intra et le statut
clinique (sain versus GRMD) en tant qu’effet intert été effectuées pour chaque tranche
d’age (4, 6 et 12 mois), sur chacune des varigirealablement énoncées, afin de déterminer
I'effet de I'atteinte musculaire sur ces différeptametres.

De la méme facon, I'effet coté testé (gauche vedsoie) a eté examiné afin de déterminer si
les deux membres postérieurs d’'un méme chien pentvéire comparés.
Evaluation de I'effet de I'age sur les différentes variables

Quelgues animaux ont pu subir des enregistremediféaents ages (voir tableau 1). Ainsi,

I'effet &ge a été évalué par une ANOVA a mesurpétées a deux effets intra (coté et age) :
- Sur deux chiens sains a 4, 6 et 12 mois
- Sur trois chiens sains a 6 et 12 mois
- Sur deux chiens GRMD a 6, 9 et 12 mois

- Sur trois chiens GRMD a 4 et 6 mois

Pour I'ensemble des tests effectués, 'hypothedle alété rejetée si p < 0.05.
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2) Résultats

a) Etude de répétabilité

Un effet jour significatif a été démontré pour fesces tétaniques absolues et relatives durant
la séquence 4 (p = 0.0261 et p = 0.0427, respectnd.

Aucune autre différence significative liee au jale test n'a été mise en évidence par

’TANOVA a mesures répétées.

Néanmoins, I'un des deux animaux, Crock, montreadesficients de variation relativement
élevés. Ainsi, le coefficient de variation de secéotétanique maximale absolue est de 16.2 %
pour le postérieur gauche, et de 20.0 % pour l¢épesr droit, tandis que ces valeurs sont
seulement de 6.8 et 3 % pour Crash. Toutefois,esi apefficients de variation restent
relativement faibles pour les valeurs de forceniéize, ils atteignent des valeurs trés élevées
pour d’autres variables, telles que fatigue ou mitgadon musculaires, plus sujettes a

variations d’'un test a l'autre (tableau 2).

Tableau 2 : Evaluation de la force musculaire sur le module de premiere

génération - étude de répétabilité

FTM FT, FT; FT, Fatigueq Potentiation

Effet jour | 0.7406 0.7526 0.1474 0.0427 0.3788
(P=)

Ccv (%) | 11.5 (8.0) 12.4 (7.7) 14.9 (6.8) 14.3 (8.3) 59.7.%) | 31.8(11.8)
(écart-type)

Dans ce tableau figurent les résultats de ’'ANOVA a mesures répétées et les coefficients
de variations obtenus pour les trois tests répétés sur les deux chiens, pour les principales
variables étudiées. Abréviations : FTM : force tétanique maximale, FT, : force tétanique
moyenne durant la deuxiéme séquence, FT3 : force tétanique moyenne durant la
troisieme séquence, FT, : force tétanique moyenne durant la quatrieme séquence,
Fatigue, : fatigue au cours de la quatriéme séquence, Potentiation, : potentiation
musculaire au cours du premier train de secousses. Les valeurs de force tétaniques

considérées dans ce tableau sont relatives.
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b) Etude des caractéristiques de force musculaire d u
chien GRMD, par comparaison au chien sain.

Etude a 4 mois

Force tétanique

A I'age de quatre mois, la force tétanique absohesurée au cours des quatre séquences est

significativement (p<0.01) inférieure chez les adsi&GRMD, a toutes les séquences.

La force tétanique relative est également sigrifiement inférieure chez les chiens GRMD,

méme si la normalisation par la masse corporetlait€écart entre les deux populations.

La force tétanique maximale absolue, pour le pmstergauche par exemple, s’éleve en
moyenne a 3.35 N (écart-type : 1.37 N) chez leershGRMD, soit un peu plus d’un tiers de
la valeur moyenne, qui est de 9.67 N (écart-type36 N) chez les chiens sains. En valeur
relative, cette méme force tétanique maximalerdttgie moyenne de 0.31 N/kg (écart-type :
0.10 N/kg) chez les chiens GRMD, soit cette foispen plus de la moitié de celle mesurée
chez les chiens sains (moyenne : 0.59 N/kg, égpet-D.17 N/kg). Cette difference entre les
deux populations, ainsi que I'effet de la normdimapar la masse corporelle du chien sont

illustrés dans les graphes de la figure 3.

Ces graphes permettent également de comprendfet Eggnificatif du cété sur la valeur de

force tétanique maximale (p = 0.0041 pour la fabeolue, p= 0.0060 pour la force relative)
chez les chiens sains (tableau 3). En effet, ledrguanimaux étudiés montrent une force
tétaniqgue gauche supérieure a la droite. Néanmbssgraphes de la figure 3 permettent
également de constater que dimportantes variatexistent également entre postérieurs
gauche et droit chez les chiens GRMD. Ainsi, cegaanimaux, tels que C.eds ou encore
Cballot, présentent des valeurs qui varient quasime simple au double en fonction du c6té.
Cette différence échappe néanmoins au test sfaispuisqu’elle n’est pas systématiquement

en faveur du méme c6té d’'un chien a l'autre.
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Tableau 3 : Résultats des mesures de forces tétaniques et de I'analyse

statistique a 4 mois

=

Séquence 1 Séquence 2 Séquence 3 Séquence
FTa(N) FTr(N/kg) | FTa(N) |FTr(N/kg) | FTa(N) |FTr(N/kg)| FTa(N) | FTr(N/kg)
G|b| G| D| G| D| G| D| G| D, G| D| G| D] G D
Moy 9.67 |8.65 |0.59 |0.53 (9.48 |8.46 |0.58 |0.52 |9.12 |8.34 |0.56 |0.51 |7.85 (7.80 |0.48 |0.48
(SET) (2.86)(3.09)[(0.17) |(0.18)|(2.64) |(3.26) |(0.16) [(0.20) |(2.06) |(3.15) |(0.12) |(0.18) |(1.10) |(3.01) |(0.08) |(0.17)
ains
Moy 3.3¢ 3.79| 031 | 036| 323 | 3.70 | 0.30 | 0.35| 3.00 | 345 | 0.28 | 0.32 | 220 | 276 | 0.20 | 0.26
E;_RAD (1.37) | (1.90) (0.10)| (0.17 (1.26)| (1.83)| (0.09)| (0.16)| (1.12)| (1.77)| (0.08)| (0.16)| (0.87)| (1.53)| (0.07)] (0.13)
p 0.0011 0.0235 0.0011 0.0213 0.000% 0.0110 <0.0001 .001@
(statut)
E)Cﬁté) 0.4825 0.3693 0.4298 0.3265 0.4192 0.3343 0.27y8 2164.
GRMD
E)C()té) 0.0041 0.0060 0.0796 0.0886 0.3335 0.3264 0.9786 0.947
sain

Pour chaque séquence et chaque cété (droit ou gauche), sont indiquées la moyenne et

I’écart-type dans chaque population, pour la force tétanique relative et absolue. Les

résultats de I'analyse statistique sont donnés pour l’effet groupe (GRMD vs Sain), et

effet coté (droite vs gauche) dans chacune des deux populations. Abréviations : FTa :

force tétanique absolue, FTr : force tétanique relative, G : gauche, D : droite, Moy :

moyenne, ET : écart-type. Les résultats significatifs figurent en gras.
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Figure 3 : Force tétanique maximale a 4 mois, mesurée avec le module de

premiere génération : comparaison entre chiens sains et GRMD
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A : Valeurs de force maximale tétanique absolue (N) obtenues chez les chiens sains et
GRMD B : Valeurs de force maximale tétanique relative (N/kg), obtenues chez les chiens
sains et GRMD. Sur les deux graphes, les chiens sains sont représentés sur la gauche
(symboles noirs), et les chiens GRMD sur la droite (symboles de couleur). Pour chaque
population, sont représentées les valeurs obtenues pour le postérieur gauche (G), et pour
le postérieur droit (D). Les symboles utilisés correspondent chacun a un animal et cette

correspondance figure dans le tableau 1.
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Fatigue musculaire

Chez les chiens sains comme chez les chiens GR3fatijue mesurée aux cours des trois
premieres séquences est faible (tableau 4). Cepenldafatigue au cours de la troisieme

séquence est, bien que minime, significativemepéseure (p = 0.0467) chez les chiens
GRMD (moyenne postérieur gauche : 6.9 %, écart-4/de%), en comparaison des chiens
sains (moyenne postérieur gauche : 1.7 %, écaet8yb%). Durant la quatrieme séquence, la
fatigue s’accentue dans les deux groupes, maisntey@a chez les chiens GRMD (p =

0.0314), chez lesquels la fatigue moyenne est @awche) a 5 fois (droite) celle des chiens

sains.

Le graphe de la figure 4 illustre cette difféeremedre chiens sains et GRMD. Néanmoins, il
montre que certains chiens sains développent uiggidaimportante, comparable a celle de
certains chiens GRMD. Par ailleurs, si TANOVA a snees répétées n'a pas détecté de
différence entre postérieurs gauche et droit, queait chez les chiens sains ou GRMD, le
graphe montre que les différences gauche-droite ldechiens GRMD existent mais sont
faibles, tandis qu’elles atteignent des niveauxsa®rables chez certains chiens sains, comme
par exemple chez le chien Ckan. Ces résultatsasamtduler car les contractions, trés fortes
et répétées chez les chiens sains, peuvent épensables d'un glissement de I'électrode de
stimulation au cours de la derniere séquence, ieatra artificiellement une fatigue sur le

membre considéreé.

60



Tableau 4 : Résultats des mesures de fatigue, et de I'analyse statistique a

4 mois

Fatigue séquence 1 Fatigue séquence 2 (%) Fatigue séquenceRatigue séquence |

(%) (%) (%)
G D G D G D G D

Moy i
ET) 0.8(26) 17(.3) 12@B1 34(7.2 1.7 (5.1) 1.8(4.5) 21.2(30/6)7.3 (6.5)
Sains
Moy
ET) 3.0(3.6)| 2137 3437 3.3(1.2) 6.9 (4.4) .36.2) #2.2 (19.3 |36.6 (16.3
GRMD
p 0.4783 0.4234 0.0467 0.0314
(statut)
(cot) 0.5771 0.9481 0.2468 0.1542
GRMD
(cot) 0.8134 0.7014 0.9787 0.4625
sain

Pour chaque séquence et chaque cété (droit ou gauche), sont indiquées la moyenne de

fatigue et I’écart-type dans chaque population. Les résultats de I'analyse statistique sont

donnés pour l’effet groupe (GRMD vs Sain), et I’effet cété (droite vs gauche) dans

chacune des deux populations. Abréviations : G : gauche, D : droite, Moy : moyenne,

ET : écart-type. Les résultats significatifs figurent en gras.
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Figure 4 : Fatigue a la quatrieme séquence, mesurée avec le module de

premiere génération a 4 mois : comparaison entre chiens sains et GRMD

90 +

&
= 801 .
2
Q 70 1
=}
g . *
o 60 -
5
‘= 50 4
e
[ )
< 40 a A
(]
o 30 X
5 ol
[e]
o 20,
3 X
) - ]
L * e
3 X .
L 0 Y
G D G D
Sains GRMD

Les chiens sains sont représentés sur la gauche (symboles noirs), et les chiens GRMD sur
la droite (symboles de couleur). Pour chaque population, sont représentées les valeurs de
fatigue obtenues pour le postérieur gauche (G), et pour le postérieur droit (D), au cours
de la derniere séquence de stimulations. Les symboles utilisés correspondent chacun a

un animal et cette correspondance figure dans le tableau 1.

Potentiation musculaire

La potentiation musculaire au cours des trainsegessses s’est avérée présente chez tous les
animaux testés, méme si le tres faible niveau de=fde secousse détecté (quelques grammes)
chez certains chiens GRMD a parfois rendu tréescddfla mesure de celle-ci sur les tracés.
Ainsi, ce parametre n'a pas pu étre évalué suo$épieur gauche de Bxente et le postérieur
droit de Bjork.

Le niveau de potentiation musculaire au cours dadmiére séquence de secousses est plus
faible chez les chiens GRMD (moyenne postérieucigau 49.5 %, écart-type 27.5 %) que
chez les chiens sains (moyenne postérieur gauBbet: %, écart-type : 19.8 %), mais de

maniere non significative (p = 0.0578) (Tableau 5).

Aucun effet du c6té sur les résultats de la medarpotentiation musculaire n’a été mis en
evidence, méme si le graphe de la figure 5 illugtre des disparités entre postérieurs gauche

et droit peuvent exister chez certains animauxrgsdlement GRMD.
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Tableau 5 : Résultats des mesures de potentiation musculaire, et de

I'analyse statistique a 4 mois

Potentiation séquence 1 (%)

Potentiation séquelf&e 2

G

D

G

D

Moy (ET)
Sains

85.4 (19.8)

65.8 (6.7)

46.7 (12.6)

40.2 (12.7)

Moy (ET)
GRMD

49.5 (27.5)

53.5 (36.4)

48.7 (33.7)

28.3 (25.7)

p (statut)

0.0578

0.5316

p (coté)
GRMD

0.5695

0.1685

p (c6té) sain

0.1360

0.3915

Pour chacune des deux séquences et chaque cété (droit ou gauche), sont indiquées la

moyenne de potentiation et |’écart-type dans chaque population. Les résultats de

I'analyse statistique sont donnés pour l'effet groupe (GRMD vs Sain), et I'effet coté

(droite vs gauche) dans chacune des deux populations. Abréviations : G : gauche, D :

droite, Moy : moyenne, ET : écart-type.
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Figure 5 : Potentiation musculaire au cours de la premiére séquence de
secousses a 4 mois, mesurée avec le module de premiere génération :

comparaison entre chiens sains et GRMD
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A : premiére séquence de secousses : exemple d’un tracé chez un chien sain, noter la
forte potentiation B : exemple d’un tracé chez un chien GRMD, noter la potentiation plus

discréte. C : Les chiens sains sont représentés sur la gauche (symboles noirs), et les
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chiens GRMD sur la droite (symboles de couleur). Pour chaque population, sont
représentées les valeurs de potentiation au cours de la premiére séquence de secousses,
obtenues pour le postérieur gauche (G), et pour le postérieur droit (D). Les symboles
utilisés correspondent chacun a un animal et cette correspondance figure dans le tableau
1.

Etude a 6 mois

Force tétanique

A I'age de 6 mois, la force tétanique mesurée dbezhiens GRMD au cours des différentes
séquences reste significativement inférieure a& aakbsurée chez les chiens sains, que ce soit
en valeur absolue (p < 0.0001) ou, dans une moingigure, en valeur relative (p < 0.01)
(Tableau 6). Le graphe A de la figure 6 montre tpgedeux populations sont nettement
séparées par la valeur de force tétanigue maxiaadelue : la moyenne chez les chiens
GRMD s’éleve en effet a 4.56 N pour le postérieamane (écart-type : 1.16 N), soit un tiers
environ de celle mesurée chez les chiens sain$ 18, écart-type : 0.65 N). Comme cela a
été noté a I'age de 4 mois, cette différence saveraninimisée par la normalisation par la
masse corporelle, puisque la force tétanique mdeimelative moyenne chez les chiens
GRMD, d’'une valeur de 0.37 N/kg (écart-type 0.0€dy/ ne représente plus qu’un peu plus
de la moitié de la valeur moyenne mesurée cheghliens sains (0.63 N/kg, écart-type : 0.04
N/kg). Ces rapports correspondent, a peu de ch@se @ ceux observés a 4 mois. Cependant,
partant d’'un ratio de force absolue entre chiemsssat chiens GRMD quasi identique aux
deux ages (2.88), ce méme ratio, calculé avecdbsurs de force relative, est inférieur a 6

mois (1.7 & 6 mois, versus 1.9 a 4 mois).

Les graphes de la figure 6 illustrent I'effet deteenormalisation : les valeurs de force
tétanique relative ne montrent aucune superposéitne les deux populations, tandis que

certaines valeurs relatives de chiens GRMD se popent a celles des individus sains.

Enfin, aucun effet du coté testé n’a été mis enleénde par TANOVA a mesures répétées
(tableau 6).
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Tableau 6 : Résultats des mesures de forces tétaniques et de I'analyse

statistique a 6 mois

Séquence 1 Séquence 2 Séquence 3 Séquence
FTa(N) FTr(N/kg) | FTa(N) [FTr(N/kg) | FTa(N) |FTr(N/kg)| FTa(N) | FTr(N/kg)
G| b G| D| G| D| G| D| G| D| G| Dl G| Dl G D
Moy [13.12 |11.32 [0.63 (055 |12.98 |11.18 |0.63 (0.54 [12.49 |10.80 [0.60 [0.52 [11.15 [9.53 [0.54 [0.46
(SET) (0.65) |(1.46) |(0.04) |(0.09)|(0.60) |(1.43) |(0.04) |(0.09) |(0.61) |(1.32) |(0.04) |(0.09) (0.95) |(1.37) |(0.02) [(0.07)
ains
Moy [45¢ | 4.45| 037 [037| 436 | 425| 036 | 0.35 | 3.98 | 402 | 0.33 | 0.33 | 3.05 | 3.35 | 0.25 | 0.28
ggﬁm (1.16) | (1.16)[ (0.09)| (0.10] (0.95)| (1.16)| (0.07)| (0.10)| (0.98) | (1.01) | (0.08)| (0.09)| (1.22)| (0.88)| (0.10)| (0.08)
p <0.0001 0.0092 <0.0001 0.0065 <0.00Q1 0.0054 <@.000 0.0039
(statut)
E)cf)té) 0.7987 0.8426 0.7605 0.8090 0.8676 0.8032 0.48R3 446Q.
GRMD
E)cf)té) 0.2299 0.2344 0.1918 0.1942 0.1967 0.1955 0.25p4 2590.
sain

Pour chaque séquence et chaque cété (droit ou gauche), sont indiquées la moyenne et

I’écart-type dans chaque population, pour la force tétanique relative et absolue. Les

résultats de I'analyse statistique sont donnés pour l’effet groupe (GRMD vs Sain), et

’effet coté (droite vs gauche) dans chacune des deux populations. Abréviations : FTa :

force tétanique absolue, FTr : force tétanique relative, G : gauche, D : droite, Moy :

moyenne, ET : écart-type. Les résultats significatifs figurent en gras.
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Figure 6 : Force tétanique maximale a 6 mois, mesurée avec le module de

premiere génération : comparaison entre chiens sains et GRMD
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A : Valeurs de force maximale tétanique absolue (N) obtenues chez les chiens sains et
GRMD B : Valeurs de force maximale tétanique relative (N/kg), obtenues chez les chiens
sains et GRMD. Sur les deux graphes, les chiens sains sont représentés sur la gauche
(symboles noirs), et les chiens GRMD sur la droite (symboles de couleur). Pour chaque
population, sont représentées les valeurs obtenues pour le postérieur gauche (G), et pour
le postérieur droit (D). Les symboles utilisés correspondent chacun a un animal et cette

correspondance figure dans le tableau 1.
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Fatigue musculaire

Suivant la méme tendance qu’a I'dge de 4 moisatagdfe au cours des trois premieres
séquences est faible a inexistante, dans les depulaiions (tableau 7). Au cours de la
guatrieme séquence, la fatigue augmente, égaleui@ms les deux populations, et la

différence entre chiens sains et chiens GRMD né&sgt age, pas significative.

Le graphe de la figure 7 montre la trés nette qugsgtion existant entre les deux populations,
pour la fatigue au cours de la derniere séquencestideulations tétaniques. Il permet

également de constater que, chez certains animBRMDB5(C.eds ou Charlot par exemple), la
différence de fatigue entre le postérieur gauchée gbostérieur droit est majeure. Cette

asymeétrie n’aboutit cependant pas a un effet saaiif du c6té (p = 0.0961).

Tableau 7 : Résultats des mesures de fatigue, et de I'analyse statistique a

6 mois

Fatigue séquence 1 Fatigue séquence 2 (%) Fatigue séquenceRatigue séquence 4

(%) (%) (%)
G D G D G D G D
Moy
(ET) -1.4(1.7) -0.8(1.2) 1.7(0.4 1.8(0.9) 15(@.0 0.2 (0.5) 14.9(7.55116.6 (9.6
Sains
?g}; -22(4.4)] 3.1(3.1)| 4.9(10.8) 2.3 (4.6) 6.6 (33.81.3(3.7) B2.1(19.4) | 12.5 (16.6)
GRMD

p 0.5213 0.6899 0.5667 0.5057
(statut)

E)C(jté) 0.0043 0.4012 0.3282 0.0961

GRMD

E)C(jté) 0.4376 0.9415 0.2551 0.7690

sain

Pour chaque séquence et chaque cété (droit ou gauche), sont indiquées la moyenne de
fatigue et I'écart-type dans chaque population. Les résultats de 'analyse statistique sont
donnés pour l'effet groupe (GRMD vs Sain), et I’effet cété (droite vs gauche) dans
chacune des deux populations. Abréviations : G : gauche, D : droite, Moy : moyenne,

ET : écart-type. Les résultats significatifs figurent en gras.
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Figure 7 : Fatigue a la quatrieme séquence, mesurée avec le module de

premiere génération a 6 mois : comparaison entre chiens sains et GRMD

60 -

g v
o 504
2 X
o
>
‘Q 40 - x
G) .
e
@ 30
g [
o -
© 20 - [ ]
3 ° - [ J
£ 10
5 |
3 X _ *
3
o 01
>
=
= | ]
L -10 -
G D G D
Sains GRMD

Les chiens sains sont représentés sur la gauche (symboles noirs), et les chiens GRMD sur
la droite (symboles de couleur). Pour chaque population, sont représentées les valeurs de
fatigue obtenues pour le postérieur gauche (G), et pour le postérieur droit (D), au cours
de la derniere séquence de stimulations. Les symboles utilisés correspondent chacun a

un animal et cette correspondance figure dans le tableau 1.

Potentiation musculaire

Le niveau de potentiation musculaire décrit a 6swsit discretement inférieur chez les chiens
GRMD, comme le montrent les résultats figurant dansbleau 8, ainsi que le graphe de la
figure 8. Néanmoins, ces différences ne sont pasfwiatives. Un effet du c6té sur la valeur
de potentiation au cours de la premiére séquencgedeusses a été mis en évidence par
'TANOVA a mesures repétées, chez les chiens GRMB (p0018). Le graphe de la figure 8

montre qu’en effet, les 5 chiens testés ont unélenee potentiation a droite qu’a gauche.
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Tableau 8 : Résultats des mesures de potentiation musculaire, et de

I'analyse statistique a 6 mois

Potentiation séquence 1 (%)

Potentiation sequelf&e 2

G

D

G

D

Moy  (ET)
Sains

33.6 (29.6)

49.7 (52.0)

26.8 (23.2)

26.8 (27.3)

Moy (ET)
GRMD

26.0 (30.3)

435 (31.8)

23.3 (26.8)

22.1 (21.1)

p (statut)

0.7925

0.7197

p (coté)
GRMD

0.0018

0.9115

p (c6té) sain

0.4247

0.9996

Pour chacune des deux séquences et chaque cété (droit ou gauche), sont indiquées la

moyenne de potentiation et |’écart-type dans chaque population. Les résultats de

I'analyse statistique sont donnés pour l'effet groupe (GRMD vs Sain), et I'effet coté

(droite vs gauche) dans chacune des deux populations. Les résultats significatifs figurent

en gras. Abréviations : G : gauche, D : droite, Moy : moyenne, ET : écart-type.
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Figure 8 : Potentiation musculaire au cours de la premiére séquence de
secousses a 6 mois, mesurée avec le module de premiere génération :

comparaison entre chiens sains et GRMD
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Les chiens sains sont représentés sur la gauche (symboles noirs), et les chiens GRMD sur
la droite (symboles de couleur). Pour chaque population, sont représentées les valeurs de
potentiation au cours de la premiére séquence de secousses, obtenues pour le postérieur
gauche (G), et pour le postérieur droit (D). Les symboles utilisés correspondent chacun a

un animal et cette correspondance figure dans le tableau 1.

Etude a 12 mois

Force tétanique

Les deux animaux GRMD testés a I'age de 12 moistreondes valeurs de force tétanique

relative et absolue significativement (p < 0.05¢fieures a celles mesurées chez les trois
chiens sains. Les faibles niveaux de significadiibleau 9) peuvent étre expliqués par le
petit nombre d’individus. Les graphes de la figBnmontrent que les deux chiens GRMD ont

une force tétanigue maximale absolue effondréen #iens de celle des chiens sains. Leur
force relative est également nettement distingalelecelle des animaux sains, bien que la
différence entre les deux groupes soit, une foi®emn atténuée par la normalisation.

Un effet significatif du coté testé a été identifléez les chiens GRMD pour la force tétanique
relative au cours de la premiere séquence, etda fabsolue au cours de la seconde séquence.
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Une différence significative entre gauche et draitegalement été mise en évidence, dans les
deux groupes, pour la force tétanique absoluelative au cours de la quatrieme séquence de

stimulations (tableau 9).

Tableau 9 : Résultats des mesures de forces tétaniques et de I'lanalyse

statistique a 12 mois

Séquence 1 Séquence 2 Séquence 3 Séquence ¢

FTa(N) [FTr(N/kg) | FTa(N) |[FTr(N/kg) | FTa(N) |FTr(N/kg)| FTa(N) | FTr(N/kg)

G|b| G| D| G| D] G| bD| G| D| G| D] G Dl G D

Moy 16.53|19.63(0.59 |0.71 |16.43 ({19.73 |0.59 |0.71 [15.89 [19.24 |0.57 |0.70 |(14.35 |16.32 |0.52 |[0.59

(SET) (1.83)((2.45)|(0.06) [(0.15) |(1.19) |(2.02) |(0.06) |(0.14) |(1.00) |(1.96) [(0.074)(0.14) |(0.39) |(0.42) |(0.07) |(0.07)
ains

Moy 5.62 495| 034 | 030 | 555| 489 | 034 | 029 | 389 | 410 | 0.24| 0.25 | 3.65 | 3.87 | 0.22 | 0.24

gEI'R/ID (0.54) | (0.45) (0.01)| (0.00)| (0.57)| (0.59)| (0.01)| (0.01)| (1.33)| (0.96) | (0.10)| (0.08)| (1.00)| (1.00)| (0.08)| (0.08)

p 0.0224 0.0228 0.0109 0.0203 0.0073 0.02Q3 0.00f7 o017@.
(statut)

p
(coté) | 0.0608 | 00255 | 00165 | 00519 | 05656 | 0.5734| 0.0017 | 0.0373

GRMD

E)Cﬁté) 0.1658 0.1881 0.0990 0.1257 0.0752 0.1004 0.0199 0.0209

sain

Pour chaque séquence et chaque cété (droit ou gauche), sont indiquées la moyenne et
I’écart-type dans chaque population, pour la force tétanique relative et absolue. Les
résultats de I'analyse statistique sont donnés pour l’effet groupe (GRMD vs Sain), et
’effet coté (droite vs gauche) dans chacune des deux populations. Abréviations : FTa :
force tétanique absolue, FTr : force tétanique relative, G : gauche, D : droite, Moy :

moyenne, ET : écart-type. Les résultats significatifs figurent en gras.
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Figure 9 : Force tétanique maximale a 12 mois, mesurée avec le module

de premiere génération : comparaison entre chiens sains et GRMD

Force tétaniqgue maximale absolue (N)

A
—~
o
=
=
Z
=g
()
=
©
()
=
Q
@
£
s
®©
(S
(3]
>
g
c
8
\Q
=
(5]
(&)
=
o
LL

25

[ ]
20 A
% X
[ ]
15 - -
10 -
5 X 3
0 i
G D G D
Sains GRMD
1 _
0,9 - °
0,8 4
0,7 -
°
06 X X
05 -
0,4 4
X
0,3 - X
0,2 -
0,14
0
G D G D
Sains GRMD

A : Valeurs de force maximale tétanique absolue (N) obtenues chez les chiens sains et

GRMD B : Valeurs de force maximale tétanique relative (N/kg), obtenues chez les chiens

sains et GRMD. Sur les deux graphes, les chiens sains sont représentés sur la gauche

(symboles noirs), et les chiens GRMD sur la droite (symboles de couleur). Pour chaque

population, sont représentées les valeurs obtenues pour le postérieur gauche (G), et pour

le postérieur droit (D). Les symboles utilisés correspondent chacun a un animal et cette

correspondance figure dans le tableau 1.
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Fatigue musculaire

Le groupe de trois chiens sains agés de douze moigre un comportement de fatigue
musculaire similaire a ce qui a été décrit précédent a 4 et 6 mois : une fatigue trés faible
au cours des trois premiéres séquences, et acaraatda quatrieme et derniere série de
stimulations tétaniquesA contrarig les deux chiens GRMD montrent une fatigue tres
modérée, méme durant cette derniere séquence.dfffdeence entre les deux populations
n'est pas significative (p = 0.2147), le graphelaldigure 10 montre que les deux chiens

GRMD se situent dans les valeurs basses de faligai@nimaux sains du méme age.

Aucun effet du c6té testé n'a été mis en évidetatddau 10).

Tableau 10 : Résultats des mesures de fatigue, et de I'analyse statistique

a 12 mois

Fatigue séquence 1 Fatigue séquence 2 (%) Fatigue séquenceRatigue séquence 4

(%) (%) (%)
G D G D G D G D
Moy
(ET) -25((5.2) -2.6(2.3) 2621 1409 1.6 (2.6 0.9(2.0) 13.1(11{922.0(12.6)
Sains
Moy
(ET) -8.3(9.0)| -1.0(1.5)| 5.0(2.8 -62.8 (83.3) -2%) | -0.7 (5.0)| 9.5 (0.07) 4.0 (1.3)
GRMD

?t w) 0.6243 0.2420 0.3361 0.2147
statu

?C@té) 0.3991 0.4654 0.9749 0.1146

GRMD

E’C@té) 0.9800 0.37435 0.6338 0.4410

sain

Pour chaque séquence et chaque cété (droit ou gauche), sont indiquées la moyenne de
fatigue et I’écart-type dans chaque population. Les résultats de I'analyse statistique sont
donnés pour l'effet groupe (GRMD vs Sain), et l’effet cété (droite vs gauche) dans
chacune des deux populations. Abréviations : G : gauche, D : droite, Moy : moyenne,

ET : écart-type. Les résultats significatifs figurent en gras.
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Figure 10 : Fatigue a la quatrieme séquence, mesurée avec le module de

premiere génération a 12 mois : comparaison entre chiens sains et GRMD

40 -

g
< 35 - L4
(8]
c
g
2 30 1
3
) X
g 25
@
S 20 X
O
«©
g 15 1
(2]
3 —
8 10 ° >
=)
©
$ 59 -
K= - X
T
L oJ
G D G D
Sains GRMD

Les chiens sains sont représentés sur la gauche (symboles noirs), et les chiens GRMD sur
la droite (symboles de couleur). Pour chaque population, sont représentées les valeurs de
fatigue obtenues pour le postérieur gauche (G), et pour le postérieur droit (D), au cours
de la derniere séquence de stimulations. Les symboles utilisés correspondent chacun a

un animal et cette correspondance figure dans le tableau 1.

Potentiation musculaire

Aucun effet significatif du groupe (sain versus GBMn’a été mis en évidence, sur les
valeurs de potentiation musculaire au cours deg déguences de secousses (Tableau 11). Le
graphe de la figure 11 montre en effet que la pi@ion est forte pour les deux postérieurs
gauches testés, et trés faible au contraire psuldax membres controlatéraux. Ceci peut en
partie s’expliquer par les difficultés rencontréesnesurer la force des secousses sur le
postérieur droit de I'un des deux chiens GRMD (Q@iigrles secousses étant quasiment

indistingables de la ligne de base sur le tracé.
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Tableau 11 : Résultats des mesures de potentiation musculaire, et de

I'analyse statistique a 12 mois

Potentiation séquence 1 (%)

Potentiation sequelf&e 2

G

D

G

D

Moy  (ET)
Sains

44.1 (16.3)

36.8 (10.3)

25.8 (14.8)

16.3 (11.6)

Moy (ET)
GRMD

61.4 (19.2)

10.7 (8.4)

69.9 (30.8)

-4.5 (13.8)

p (statut)

0.7437

0.3450

p (coté)
GRMD

0.0951

0.2552

p (c6té) sain

0.1855

0.1994

Pour chacune des deux séquences et chaque cété (droit ou gauche), sont indiquées la

moyenne de potentiation et |’écart-type dans chaque population. Les résultats de

I'analyse statistique sont donnés pour l'effet groupe (GRMD vs Sain), et I'effet coté

(droite vs gauche) dans chacune des deux populations. Abréviations : G : gauche, D :

droite, Moy : moyenne, ET : écart-type.
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Figure 11 : Potentiation musculaire au cours de la premiere séquence de
secousses a 12 mois, mesurée avec le module de premiere génération :

comparaison entre chiens sains et GRMD
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Les chiens sains sont représentés sur la gauche (symboles noirs), et les chiens GRMD sur
la droite (symboles de couleur). Pour chaque population, sont représentées les valeurs de
potentiation au cours de la premiére séquence de secousses, obtenues pour le postérieur
gauche (G), et pour le postérieur droit (D). Les symboles utilisés correspondent chacun a

un animal et cette correspondance figure dans le tableau 1.

c) Evaluation de I'effet de I'age sur les différent es
variables

Les effets de I'age sur I'évolution des difféerentemriables ont été évalués dans quatre

groupes d’animaux ayant subi plusieurs tests a@ades différents :
- Deux chiens sains testés a 4, 6 et 12 mois

- Trois chiens sains testés a 6 et 12 mois

- Deux chiens GRMD testés a 6, 9 et 12 mois

- Trois chiens GRMD testés a 4 et 6 mois
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Les seuls effets significatifs de 'age qui ontgite détectés concernent les valeurs de force
tétanique, absolue ou relative. Les variables deyua ou de potentiation musculaire
mesurées ne sont donc pas significativement infiées par 'age des animaux.

Dans le tableau 12 figurent les résultats de l\m®abtatistique évaluant I'effet de I'age sur les
valeurs de force tétanique relatives et absoluespgarait que les deux groupes de chiens
sains montrent une augmentation significative de fierce tétanique absolue, mesurée durant
les 4 séquences, avec I'age. Cette nette augnmmtdisparait aprés normalisation par la
masse corporelle, ce qui permet probablement dgxgl le gain de force tétanique avec

I'age par la croissance musculaire.

Chez les chiens GRMD, I'évolution avec I'age esimaalaire. Les trois chiens évalués a 4 et
a 6 mois montrent une augmentation de force tés@n@psolue, mais non significative

(tableau 12). Chez ces animaux, la normalisatianlgppanasse corporelle a pour effet de
creuser I'écart existant entre les deux valeursfalee tétanique, conduisant a un effet
significatif de I'age sur la force tétanique relati qui est significativement plus importante a
6 mois. A l'inverse de cela, les deux chiens GRMBtds a 6, 9 puis 12 mois montrent une
augmentation significative de leur force tétanicaesolue, tandis que la force tétanique

relative n’est pas influencée par 'adge de manségrificative.

Tableau 12 : Effet de I'age sur les valeurs de force tétanique absolues et

relatives, mesurées avec le module de premiére génération.

Statut Période Effet age (p =)
considérée

FTaa |FTrn |FTa |FTr |FTa |FTs [FTa |FTig

Sains 6 — 12 mois 0.0493 | 0.4570| 0.0369| 0.3852| 0.0357| 0.3558| 0.0147 | 0.2652

Sains 4, 6,12 mojs0.0224 | 0.1264 | 0.0109| 0.1146| 0.0074| 0.1231| 0.0077 | 0.1568

GRMD |6, 9, 12 mois 0.0149| 0.1363| 0.0252| 0.1257| 0.3100 0.3731 0.2803 0.4151

GRMD 4,6 mois | 0.5345 0.0251| 0.6921| 0.0319| 0.7986| 0.0405| 0.8730| 0.0628

Pour chacun des quatre groupes d’animaux testés, sont consignés dans ce tableau les
résultats du test statistique évaluant l’effet de I'dge sur les forces tétaniques absolues et
relatives mesurées au cours des quatre ségquences de stimulation. Les résultats
significatifs figurent en gras. Abréviations : FTa; , 3 4 : force tétanique absolue au cours
de la séquence n°1, 2, 3 ou 4, FTry, , 3 4 : force tétanique relative au cours de la de la

séqguence n°1, 2, 3 ou 4.
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3) Bilan sur le module de premiére génération

Les données obtenues a lissue des tests effestide module de premiere génération ont
permis de démontrer que la force tétanique maximalélexion du tarse et d’extension des
doigts était diminuée chez les chiens GRMD, qusaieen valeur absolue ou relative, aux
ages de 4, 6 et 12 mois. Ce paramétre a d’ailléidrsitilisé, en parallele de cette étude de
validation, au cours d’essais thérapeutiques gigdsgreffes de mésoangioblastes (Sampaolesi
et al. 2006) ou saut dexon thérapeutique (Barthgleet al. 2007b), permettant la
démonstration d’'un bénéfice fonctionnel, en s’agmiy¥galement sur la comparabilité droite-
gauche validée ici. D’'autres indices, tels que pidéon musculaire ou fatigue ont également
pu étre investigués grace aux tests réalisés somockile. Ces deux parametres n'ont permis
de différencier les chiens GRMD des animaux sauia ¢ mois, age auquel les individus

malades montrent une fatigue supérieure, et urenpation moindre.

Les données de force tétanique maximale déja msbtibez le chien GRMD, et acquises sur
un module de force de conception proche, suiventmiémes tendances (Kornegay et al.
1999). Quelques différences peuvent cependaninétees sur les valeurs brutes obtenues :
globalement, les valeurs de force absolue et velatbtenues ici sont systématiquement plus
faibles que celles publiées par J.N. Korneghagl Ainsi, par exemple, les données publiées
font état d’'une force absolue moyenne de 5.89 Hr{dgpe : 2.30 N) chez des chiens GRMD

de 6 mois, tandis que cette méme variable atteinine moyenne de 4.51 N (écart-type : 1.09
N). Chez les chiens sains, cette différence ededgmt importante : 16.33 N (écart-type 3.88

N) versus 12.22 (écart-type : 1.41 N). Il est phewrs probable que ces différences ne soient
pas liees a des écarts de gabarit, puisque lesirgatke force relative suivent la méme

tendance.

Si ce module présente de nombreuses qualités,ta@mneent celle de fournir des mesures
répétables, et de permettre une mesure de la mouseulaire chez les chiens GRMD, il s’est
toutefois avéré perfectible sur quelques pointatigues d’'une part, et mécaniques d’autre

part.

Tout d’abord, ce statif s’est montré peu pratiqueilgsation. En effet, les réglages préalables
au test, liés au positionnement de I'animal darsgdéf, pouvaient parfois étre tres fastidieux,
et chronophages. Au temps de positionnement eadtaton du statif a la taille de I'animal,
s’ajoutait le temps de calibration des capteurs¢gulure nécessaire lors de tous les tests, car
la liaison capteurs-pédale se trouvdet factomodifiée pour chaque membre testé, en raison

de la conception du béati (liaison tiges filetéelsodlons). Les anesthésies générales réalisées
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pour ces tests duraient donc trois heures envdont beaucoup de temps de préparation, en
comparaison du test proprement dit. Limiter le terdfexamen s’est donc avéré nécessaire,
tant pour la faisabilité du test lui-méme que ptas animaux GRMD, dont la tolérance a

'anesthésie générale n’est pas optimale.

La deuxieme problématique soulevée par ce modtileaesonception mécanique. Le premier
point critique est celui de la position des captelitaxe de mesure de ceux-ci est dirigé vers
la partie haute de la pédale. Or la tres grandeni@jdes chiens évalués présentaient une
taille de segment métatarso-phalangien telle queaeétait situé au dessus des doigts. Il est
donc trés probable que la force mesurée par ldswapait été sous-estimée, et probablement
davantage chez les chiens de petite taille. Aihsest possible que les difficultés rencontrées
pour mesurer la tension générée par les secouksesdes chiens GRMD de petit gabarit
soient liées a une perte d’information plutét quiamanque de sensibilité des capteurs. La
conception de la pédale a, elle aussi, sans doatdtibué a cette perte d’'information. En
effet, le déplacement autorisé par les roulettemrdula contraction entraine une torsion
contribuant également a distribuer la force praddéns un autre axe que celui des capteurs.
De surcroit, la présence de ces roulettes et dddale mobile n’est pas en adéquation avec
la notion de mesure de force isométrique. Enfinsysteéme de pédale sur roulettes introduit
dans le systeme des forces de frottement et, peytede inertie du systéme qui pourrait de
ce fait rencontrer des difficultés a revenir encplaprés une contraction. L'existence d’'une
« mémoire » du systeme a été suspectée suiteset\a@iion de certains tracés dont le niveau
post-tétanique ne ré-atteignait pas celui de lzelide base pré-tétanique. Toutefois, un défaut
de relaxation a été mis en évidence sur le muenig péronier du chien GRMD (Kornegay et
al. 1994), et pourrait également étre a l'origiece type de tracés. La relaxation musculaire
post-tétanique pourrait étre évaluée dans un sgsteEnmesure sans forces de frottement,

liées a I'autorisation d’'un mouvement durant latcaction.

Toutes ces imperfections notées a l'usage de cellmal® premiére génération ont conduit a
I'élaboration d’'un module de deuxieme génératioanée en collaboration avec des étudiants
de I'IFMA (Institut Francais de Mécanique Avancéka partie C. de ce chapitre traite des

données obtenues avec ce statif.

Dans cette seconde partie du travail, une questidhodologique concernant le calcul de la
force tétanique relative a également été souldwe@ormalisation de la force absolue par la
masse corporelle est loin d'étre un choix parfadmme mentionné dans la littérature
(Kornegay et al. 1999). La masse corporelle esteseune donnée facilement disponible et
reflétant globalement le gabarit de I'animal. Deigplétant donné que les chiens GRMD
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présentent généralement un retard statural en gampa de leurs freres sains, il est évident
gu’une normalisation par un indicateur de la taiéel’animal évalué est nécessaire, afin de ne
pas introduire de différence simplement liée adidlet des animaux dans les résultats.
Cependant, si les chiens GRMD sont plus petitsoat dnoins lourds que les chiens sains
(figure 12), la différence de masse est plus ingmiet que la différence de taille, en liaison
avec l'atrophie musculaire, mais également avetatl'éde maigreur fréquent chez ces
animaux, lié a la dysphagie d'une part, et a desibe énergétiques accrus d’autre part
(données non publiées). A I'age de 6 mois par exemies chiens GRMD sont tres
significativement plus Iégers (p = 0.0007), et, slaime moindre mesure, plus petits (p =
0.0097), comme en témoigne leur indice de masgmualte (calculé en normalisant la masse
corporelle par la hauteur au garrot), tres sigatfi@ment diminué (p = 0.0008) (figure 12). II
apparait donc clairement qu’une normalisation pamhsse corporelle présente le risque de
minorer un écart avec les chiens sains, dans ld’'agae variable plus faible, telle que la force
tétanique, ou au contraire de le majorer dans te diane variable augmentée. Chez les
patients, de nombreux indices staturaux ont étéuésasuivant leur capacité a prédire la
force musculaire volontaire. Il a été clairemerdbét que des indices globaux tels que la
masse corporelle ou la taille sont d’assez médivateur dans ce domaine (Bamman et al.
2000), contrairement a d’autres mesures, plus atigies de la taille du muscle testé, telles
que circonférence du membre a un site anatomiquieydar, longueur du membre (Li et al.
2010), ou volume du muscle (Bamman et al. 2000ze&Bl&h et al. 2009).

Ces éléments de méthodologie ont été pris en codgute la partie C. : dans cette deuxieme
partie du travail, une force relative a été caleué normalisant la force absolue par la

longueur de la jambe (segment tibial) du chierétest
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Figure 12 : Déficit staturo-pondéral chez le chien GRMD : illustration par

courbes de poids, de taille et d’'indice de masse corporelle
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A : évolution de la masse corporelle entre 2 et 9 mois chez des chiens GRMD

courbes rouges), en comparaison des chiens sains (courbes bleues) B : évolution

de la hauteur au garrot entre 2 et 9 mois chez des chiens GRMD courbes
rouges), en comparaison des chiens sains (courbes bleues) C : évolution de

l'indice de masse corporelle, calculé en rapportant la masse corporelle par la

hauteur au garrot, entre 2 et 9 mois chez des chiens GRMD courbes rouges), en

comparaison des chiens sains (courbes bleues). Ces graphes montrent que les
chiens GRMD sont plus petits et plus légers que les chiens sains, mais que leur
indice de masse corporelle est également plus faible, ce qui indique

schématiquement qu'ils sont « plus légers que petits ».
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C. Etude sur le module de seconde génération

1) Matériel et méthode

a) Présentation du dispositif de mesure

Ont été choisis pour ce module des capteurs HBMV&D. lIs différaient de ceux inclus

dans le premier module puisqu’il s'agissait de eapt de pesage dynamique a point d’appui
central, dont I'intervalle de mesure était comgngre 0.5 et 3000 g. Le dispositif de mesure
était donc constitué d’'une pédale, fixe cette (bggire 13, A.), assimilable & une balance trés
précise, de fréquence d’acquisition élevée. Lex gesons étaient en effet fixés juste derriere
la plaque verticale faisant office de pédale (fegd3, B.). Le montage des deux capteurs
permettait d’obtenir une valeur de masse identgued que soit I'endroit de la pédale ou était

appliguée la force, par simple moyennage des valltlivrées par les deux capteurs.

Le systéme ainsi concu permettait donc de soludionies problématiques soulevées
précédemment. La perte d’'information suspectéebaiiement plus importante chez des
animaux de petite taille, liée a la position halge capteurs sur le premier module, devait étre
solutionnée par un montage indépendant du siteedte de la force. La pédale fixe et
directement liée aux capteurs devait permettreagte tlisparaitre les forces de frottement,

ainsi que les forces de torsion exercées sur [@ews dans le premier module.

Les deéefauts d’ordre pratique constatés a l'usagemddule de premiere génération ont
également fait I'objet de corrections dans ce seécatif. L'ensemble pédale-capteurs a été
monté sur un chariot (figure 13, C.) relié a unissigre, dirigée dans I'axe cranio-caudal
(figure 13, D.). D’'un quart de tour de vis boutdigre 13, E), 'opérateur était donc en
mesure de déplacer puis de fixer 'ensemble a &itipan adéquate en fonction de la taille de
'animal considéré (longueur du tibia). L'ensemlgléssiere-chariot était lui-méme mobile
dans I'axe vertical, par un systéme de crémaillégerre 13, F.) relié a une manivelle (figure
13, G), et bloguée par des freins a vis boutorufédL3, H.), permettant une adaptation rapide
de la hauteur de la pédale a la taille de I'anidnakster (longueur du fémur). Enfin, le
contrle d’éventuels mouvements médio-latéraux elog et de la cuisse a été également
simplifié, par l'utilisation d’'un bras métalliquasérable dans un systéme de fixation par vis
bouton, situé sous la glissiere horizontale, etguord’'une attelle en aluminium flexible
recouvert de mousse, permettant de créer simplepogmtchaque animal un moule autour de

la partie craniale de la cuisse et de l'articulatin genou (figure 13, I.).
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L’ensemble du statif a été fixé sur un chariot, téosur roulettes a frein, et aisément
positionnable en bout de table d’examen, afin dévd’avoir a positionner le module sur
cette méme table. Ceci a permis un gain de temgs place.

Comme dans le systeme précédent, les deux capitaient reliés a des amplificateurs
(Grass), puis a un systeme d’acquisition (iWorx)214s données ont été acquises dans le

logiciel Labscribe.

Figure 13 : Module de mesure de force de deuxiéme génération :
présentation du dispositif.
G. Manivelle de la

crémaillére
(déplacement vertical)

F. Glissiére verticale
(crémaillére)

A. Pédale fixe
H. Vis bouton
(frein déplacement
vertical)

B. Capteurs

I.Support

D. Glissiére horizontale

cuisse-genou ;
(axe cranio-caudal)

C. Chariot mobile

(axe cranio-caudal) E. Vis bouton

(frein déplacement
cranio-caudal)

Photo légendée du module de deuxiéeme génération, vu de trois-quarts.

b) Préparation et positionnement de I'animal

De la méme facon que dans la procédure énoncédeppremier module, le chien était placé
sous anesthésie générale, en décubitus dorsaartieslations du genou et du tarse formant
un angle d’environ 90°, le segment métatarso-plgganétait fixé a la pédale par serrage de

bandes velcro non élastiques, I'une sur les méedajuste distalement au tarse, et l'autre au
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niveau de larticulation métatarso-palangienne. Urade velcro, située au niveau des
tendons des muscles de la jambe, était égalemeéese maniére & maintenir la position du
segment tibial durant la contraction. Le moule #ella flexible était ajusté autour de la
cuisse et du genou, afin d'éviter d’éventuels moumets parasites. Cette installation est

illustrée par la photo de la figure 14.

Figure 14 : Photo du membre du chien en place dans le module de

deuxieme génération

Les capteurs n’étant jamais désolidarisés de lalpgkh calibration a chaque test s’est avérée
ne plus étre nécessaire. Une vérification régulieréa valeur indiquée par les capteurs était
simplement effectuée.

Les modifications apportées dans ce module de decgénération ont, comme cela était
attendu, permis de réduire le temps d’examen de3haures, par un gain de temps sur le

positionnement de I'animal et sur la calibrationsyateme.

Les procédures de stimulation du nerf fibulairebdéntion d’'une stimulation supramaximale,

et le protocole de stimulation employé n’ont pas gtodifiées dans cette étude. Tous ces
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aspects étaient donc identigues a ceux énoncés halus pour le module de premiere

génération.

La longueur du segment tibial (jambe) du chienétestété mesurée systématiquement,
membre en place dans le module, afin de disposan gidice anatomique de taille de

I'animal.

b) Traitement des données

Le logiciel Labscribe a été utilisé pour le traimrhdes données. Afin de simplifier le recueil
de celles-ci, une ligne supplémentaire a été cdds la fenétre d’acquisition, permettant
d’obtenir en temps réel la moyenne du signal des dapteurs. Ceci a permis un gain de
temps sur l'analyse, puisque celle-ci était alédurte a des mesures sur une seule trace au

lieu de deux.

Les variables suivantes ont été extraites et agadys

- Le niveau de potentiation musculaire

La valeur de cette variable a été obtenue parltilcdu pourcentage d’augmentation de la
force entre la premiére et la derniére secoussehdeune des séquences de secousses en

trains de 30 secondes, a 5 Hz.
- La force tétanique maximale

Cette variable a été calculée en moyennant la valedorce tétanique obtenue lors de la
premiere séquence de stimulations tétaniquesagjitsionc de la valeur moyenne de la force

géneérée par six contractions tétaniques espacées diinute.

- La force tétanique mesurée au cours des différent es

séquences

De la méme facon que pour la force tétaniqgue mdrimene moyenne des valeurs de force
tétanique obtenues aprés chaque stimulation, etgi@cune des trois autres séquences a été
calculée. Pour la derniére séquence, seuls lesoth 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 et 40 ont été

mesurés.

Les données brutes de force tétanique en kilogrammiedté converties en Newtons par
multiplication par la valeur de I'accélération depesanteur terrestre, soit 9.81 m/s2 ; la valeur
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ainsi obtenue correspondant afdace tétanique absolue Cette derniere a été normalisée,
soit par la masse corporelle de I'individu (en kgpit par la longueur de son segment tibial
dans le module (en m), permettant alors d’obteairxdvaleurs déorce tétanique relative

'une en N/kg, I'autre en N/m.

- La fatigue musculaire au cours des différentes sé guences

La valeur de cette variable a été obtenue en @altgk que représentait le dernier tétanos de

la séquence considérée, en pourcentage du premier.
- Le niveau de relaxation post-tétanique a 100 ms

La valeur de cette variable a été obtenue en meslardifférence entre la tension générée en
fin de tétanos et celle générée 100 ms apres leficelui-ci (durant la phase de relaxation).
Ce niveau de relaxation a 100 ms a été expriméesopourcentage de la force tétanique
maximale, soit en pourcentage du niveau de relaxginst-tétanique. Ce niveau de relaxation
a 100 ms a été mesuré pour chacun des tétanopoam&re séquence, et la moyenne des six
valeurs a été utilisée pour I'analyse. L'objectf cktte variable était de disposer d’un indice

de vitesse de relaxation.

- Le niveau de contraction résiduelle post-tétaniqu e

Cette variable a été calculée en mesurant le diftéxl de tension entre le niveau de base pré-
tétanique et le niveau de base post-tétanique.aefi®2 exprimée en pourcentage de la force
tétanique. Ce niveau de contraction résiduelle-fianique a été mesuré pour chacun des
tétanos de la premiére séquence, et la moyennsixesleurs a été utilisée pour I'analyse.

L'objectif de cette variable était de disposer dindice du degré de relaxation post-tétanique.
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Figure 15 : Analyse des tracés de force tétanique : mesure des différentes

. e

variables.

<+>»
100 ms
pe— Y-
/
C J

Ligne de Contraction Relaxation Ligne de
base tétanique (2 s) base
pré- post-
tétanique tétanique

Exemple d’un tracé de tétanos (courbe noire) (copie d’écran de Labscribe). Les
curseurs utilisés pour I'analyse sont les deux droites bleues. A : mesure de la
valeur de force tétanique, B : mesure de la valeur de relaxation a 100 ms, C :

mesure de la valeur de niveau de relaxation post-tétanique.
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c) Animaux

Etude de répétabilité des mesures

Trois chiens méles beagle sains et deux chiens GRDmale et une femelle GRMD)
adultes (Age moyen chiens sains au premier tek6: 1Bois, écart-type : 0.03 mois ; age
moyen chiens GRMD au premier test : 11.7 mois,tégpe : 0.57 mois) ont été évalués, trois
fois dans un intervalle de temps restreint (20gquour les chiens sains, et respectivement 20
et 9 jours pour les deux chiens GRMD).

Etude de comparaison des valeurs obtenues entre les deux

modules

Deux chiens males golden retriever sains et deiensiméales GRMD, tous agés de 4 mois
ont été évalués sur le module de premiere génargiigs, sept jours plus tard, sur celui de

seconde génération.

Etude de comparaison des chiens GRMD aux chiens sai ns, a

différents ages

Etude a 4 mois

Quatre chiens males golden retriever sains, eh&ths males GRMD ont été évalués a I'age
de 4 mois (moyenne d’age chiens sains : 4.22 néogt-type : 0.17 mois ; moyenne d’'age
chiens GRMD : 4.13 mois, écart-type : 0.11 moighf€au 13).

Etude a 6 mois

Quatre chiens males golden retriever sains et iehshmales GRMD ont été évalués a I'age
de 6 mois (moyenne d’age chiens sains : 6.14 néoat-type : 0.09 mois ; moyenne d’'age
chiens GRMD : 6.17 mois, écart-type : 0.11 moighf€au 13)

Etude a 9 mois

Quatre chiens méles golden retriever sains eténhshindles GRMD ont été évalués a I'age de
9 mois (moyenne d’age chiens sains: 9.19 moisit-&gae : 0.05 mois ; moyenne d’age
chiens GRMD : 9.40 mois, écart-type : 0.15 moighf€au 13)

Uneétude a 12 mois était initialement prévue, mais les résultats rseront pas présentés
d’'une part car seuls trois chiens GRMD ont pu &isteés a cet age, et d’autre part en raison

de probleme techniques de saturation du signalserant évoqués plus en détail dans les

résultats.
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Les quatre chiens sains inclus a 4 mois ont putégtes aux temps suivants, de maniere a
disposer de données longitudinales. Tous les cl@&igD non impliqués dans un protocole
thérapeutique durant la période de I'étude ontidtéus a I'dge de quatre mois, d’ou le
nombre important d’individus testés. Tous n'ont pagtre examinés aux temps suivants, soit

en raison de leur déces, soit d’une inclusion dengrotocole thérapeutique entre 4 et 6 mois.

Tous les tests ont été effectués par le méme @ugrat
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Tableau 13 : Animaux inclus dans I'étude de mesure de force sur le
module de seconde génération

is

Nom Symbole Statut Test a 4 mois Test a 6 moig Testa 9 mo
(graphes)

Dzer A Sain X X X
Dzastre e} Sain X X X
Ckan * Sain X X X
Chbof X Sain X X X
Dickens GRMD X

Ercule GRMD X

Einstein X GRMD X

Eiffel GRMD X

Eaudvy - GRMD X

Ctrop ° GRMD X

Ctar X GRMD X

Eop GRMD X

Eole P GRMD X

Exon GRMD X

Extra + GRMD X

Excel GRMD X

Dspé GRMD X

Dsir GRMD X

Dmo * GRMD X

Diese GRMD X

Discret GRMD X

Disco GRMD X

ET. X GRMD X X

Dalton L g GRMD X X

Dlire - GRMD X X

Dmon | GRMD X X X
Dluge GRMD X X X
Dlice + GRMD X X X
Dk o GRMD X X X
Didon X GRMD X X X
Dfois GRMD X X X
Challot A GRMD X X
Cbidon GRMD X X X
Dbrouille [ | GRMD X X X

A droite du nom de chaque animal figure le symbole qui lui est propre et sera

utilisé dans les graphes. Pour chacune des classes d’age étudiées, une croix est
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présente si le test a été réalisé. Si aucun test n’est disponible a un 4ge donné

pour un animal donné, la case correspondante est grisée.

d) Analyse statistique

Evaluation de la répétabilité de la mesure

Une ANOVA a mesures répétées, avec deux effeta (nfté gauche ou droit, et jour de test)
a été effectuée, afin de déterminer s’il existe dif@rence significative entre tests sur les

mémes animaux, sains ou GRMD.

Evaluation des différences de mesure entre les deux modules

Une ANOVA a mesures répétées a deux effets inthg(anodule) a été effectuée sur les
valeurs de la premiere secousse et de la forcaigéta maximale relative (N/kg), afin de
déterminer s’il existe une différence significatieatre les valeurs obtenues sur les deux

générations de module.

Evaluation des différences chiens sains-chiens GRMD

Des ANOVA a mesures répétées avec le coté (gauchg/en tant qu’effet intra et le statut
clinique (sain versus GRMD) en tant qu’'effet intert été effectuées pour chaque tranche
d’age (4, 6 et 9 mois), sur chacune des variabiéalgblement énoncées, afin de déterminer

I'effet de I'atteinte musculaire sur ces differeptgametres.

De la méme facon, I'effet coté testé (gauche vedsoise) a eté examiné afin de déterminer si
les deux membres postérieurs d’'un méme chien peéuencompares entre eux.

Evaluation de la corrélation des différentes variab les au

score clinique moteur des chiens GRMD

Des coefficients de corrélation de Pearson engraliéérentes variables et le score clinique
moteur ont été calculés, a chaque tranche d'age,daf déterminer si certaines variables

peuvent étre corrélées au phénotype clinique.

Evaluation de I'effet de I'age sur les différentes variables

L’effet de I'age sur I'évolution des différentesrizbles a été évalué chez les quatre chiens
sains et huit chiens GRMD évalués a 4, 6 et 9 npais,une ANOVA a mesures répétées a

deux effets intra (c6té et age).
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Le seuil de rejet de I'hypothése nulle a été fixg=20.05 pour I'ensemble des tests effectués.

2) Résultats

Les tracés obtenus avec ce module de seconde tiéngrde trés bonne qualité dans

'ensemble, ont permis une analyse aisée des trheésensibilité des capteurs s’est avérée
importante, nuisant méme parfois a la bonne leatasetracés, puisque la trace du pouls était
visible sur les courbes, pouvant constituer uneegims le cas de tracés de faible amplitude.
Les mouvements respiratoires ont également pad@é des artefacts sur les tracés. Ce
probleme avait déja été constaté sur le premierumepdmais représente un parametre
contrblable puisqu’il est possible de mettre leeahen apnée au moment des contractions
tétaniques.

Le principal probléme rencontré a l'usage de cemsganodule est une saturation des tracés
durant les contractions tétaniques chez les clsaims adultes, dont la force dépasse alors la
capacité maximale des capteurs. Ceci a donc empéaeh@nalyse a 12 mois, initialement
prévue. C’est également pour cette raison que biemg beagle, plus petits doacpriori

moins forts que des chiens Golden Retriever, antedrutés pour I'étude de répétabilité.

Par ailleurs, il est important d’'indiquer, en préane, que les potentiels d’action musculaires
composes, enregistrés au cours des difféerents tasient d’amplitude plus faible chez les
chiens GRMD que chez les chiens sains. Cette diftér s’est avérée significative a 4 et a 9
mois (p < 0.0001 et p = 0.0047 respectivement)tudé de ces potentiels, sur le plan de leur
amplitude, de leur durée et de leur aspect, pduiaae I'objet d’'une étude a part entiére,
mais il ne s’agit pas du sujet abordé ici. Seules constatations sur les différences

d’amplitudes seront donc abordées.

a) Etude de repétabilité des mesures

L’ANOVA a mesures répétées montre qu'il existe thetesignificatif (p < 0.05) du test chez
les chiens sains, sur la valeur de force tétandgueours des troisiéme et quatrieme séquences

(Tableau 14). Ce méme effet sur les valeurs deeftétanique au cours des deux premiéres
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séquences frole la significativité. Ceci est a reeth relation avec le fait que les trois chiens
sains ont présenté une force supérieure au tragsigst. Néanmoins, les coefficients de
variation, bien que Iégerement supérieurs a celexilés sur les deux chiens sains testés sur
le module de premiere génération, restent dandeslles de valeurs acceptables, décrites
chez des patients (Edwards et al. 1987), excefaiten de la valeur de fatigue, qui se montre

extrémement variable (coefficient de variation moye47.8 %, écart-type = 25.9 %).

Aucun effet du test sur les valeurs obtenues cbedéux chiens GRMD n’a été démontrée
par TANOVA & mesures répétées. Toutefois, les ficehnts de variation sont plus élevés que
pour les trois chiens sains, ce qui suggeéere qwarabilité d’'un test a l'autre est supérieure
chez les animaux malades. Ces coefficients detiarjebien que non négligeables, restent
également dans les fourchettes de valeurs pubtBeg des patients atteints de DMD
(Edwards et al. 1987).

Tableau 14 : Evaluation de la répétabilité des mesures sur le module de

seconde génération - résultats de I'analyse statistique

FTM FT, FT; FT, Fatigueq Potentiation
Valeurde p| g o591 0.0603 0.0283 0.0331 0.2325 0.7085
(sains)
CV (%)

(écart-type) | 14.8 (6.4) 15.4 (6.1) 16.3 (6.3) 20.3 (9.6) 478.92 | 29.1 (20.2)
(sains)

Valeurdep| g 6342 0.6006 0.6180 0.6880 0.6085 0.7094
(sains)

cV (%)
(écart-type) | 22.4 (16.1) | 22.4(16.5) 23.0(17.0) 24.1(19.4) 5332.1) | 28.5(19.4)

(sains)

Dans ce tableau figurent les résultats de 'ANOVA a mesures répétées et les coefficients
de variations obtenus pour les trois tests répétés sur les trois chiens sains d’une part, et
les deux chiens GRMD d’autre part, pour les principales variables étudiées. Abréviations :
FTM : force tétanique maximale, FT, : force tétanique moyenne durant la deuxieme
séquence, FT3 : force tétanique moyenne durant la troisieme séquence, FT, : force
tétanique moyenne durant la quatrieme séquence, Fatigue, : fatigue au cours de la
quatrieme séquence, Potentiation, : potentiation musculaire au cours du premier train de
secousses. Les valeurs de force tétaniques considérées dans ce tableau sont les valeurs

absolues. Les résultats significatifs figurent en gras.
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b) Etude de comparaison des valeurs obtenues entre

les deux modules

Les deux chiens GRMD et sains de 4 mois évaluédesudeux modules ont globalement

montré des valeurs supérieures sur le module dmdeayénération, comme le montrent les

moyennes figurant dans le tableau 15, ainsi quegtaphes de la figure 16. Toutefois,

’TANOVA a mesures répétées n'a pas permis de dételeffet significatif du module sur les

valeurs de force de secousse et de tétanos (Tab#@au

Tableau 15 : Etude de comparaison des valeurs obtenues sur les deux

générations de modules - résultats de I’'analyse statistique.

Premiere secousse (N)

Force tétanique maximalegIN/ik

Module | Module I Module | Module I
Moyenne (écart} 0.44 (0.15) 0.91 (0.57) 0.70 (0.09) 0.76 (0.28)
type) sains
Moyenne (écart} 0.09 (0.04) 0.24 (0.11) 0.24 (0.13) 0.39 (0.08)
type) GRMD
Effet  module 0.4579 0.7820
sains (p =)
Effet  module 0.3463 0.3503
GRMD (p =)
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Figure 16 : Comparaison des valeurs de force de secousse et de tétanos

obtenues sur quatre chiens évalués sur les deux générations de modules
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A : Valeurs comparées de force de secousse obtenues sur les deux générations
de modules. B : Valeurs comparées de force tétanique relative obtenues sur les
deux générations de module. Les deux chiens sains sont représentés par des
symboles noirs, et les deux chiens GRMD par des symboles de couleur, suivant la
correspondance indiquée dans le tableau 13. Pour chaque module (premiére
génération : I ; seconde génération : II) sont indiquées les valeurs obtenues sur
le postérieur gauche (partie gauche des graphes), et le postérieur droit (partie

droite des graphes).
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c) Etude des caractéristiques de force musculaire d u
chien GRMD, par comparaison au chien sain, a

différents ages.

Etude a 4 mois

Force tétanique

Comme sur le précédent module, les valeurs de fétaaique absolue obtenues au cours des
différentes séquences chez les chiens GRMD sonifis&tivement plus faibles que chez les
chiens sains. Il est néanmoins intéressant de mpterl’écart de moyenne entre les deux
groupes est plus réduit que ce qui a été déecradédemment sur le premier module. Ainsi,
chez les chiens sains, la valeur moyenne de fétaaijue maximale absolue est ici de 10.58
N (écart-type : 5.06 N), soit Iégerement supéricureelle obtenue avec le premier module
(9.67 N, écart-type : 2.86 N). La force tétaniquaximale mesurée pour les chiens GRMD
représente quant a elle le double (moyenne : 6.98cHIrt-type : 3.24 N) de celle obtenue
avec le premier module (moyenne : 3.35 N, écam-typ.37 N). Les chiens GRMD, dont la
force absolue était estimée a seulement un tiexelie d’'un chien sain, est ici estimée aux

deux tiers de celle-ci.

La normalisation par la masse corporelle réduisanbre ce faible écart, I'effet groupe sur la
force tétanique relative exprimée en N/kg n’esispdignificatif suite aux mesures obtenues
sur la deuxieme génération de module (p = 0.2004s données en N/kg ne sont pas
présentées dans les tableaux de résultats, damselesla valeur relative en N/m a été
privilgiée, pour les raisons méthodologiques éneacplus haut (3)). La force tétanique
relative, exprimée en N/m (normalisation par lagieeur du segment tibial) reste d’ailleurs
significativement supérieure chez les chiens s@§ms= 0.0246 pour la force tétanique

maximale). Le tableau 16 indique les résultats rgepourr la force tétanique absolue, qui,
comme sur le module de premiere génération, ragtefisativement inférieure chez les

chiens GRMD (p = 0.0206), et pour la force tétarigelative exprimée en N/m.

Les graphes de la figure 17 illustrent ces diffé&semspects. lIs montrent également qu'il
existe une zone importante de superposition emisedeux populations, quel que soit le
parametre considéré. La tres importante disperdema population GRMD est également
notable, et la question d'une corrélation a I'éakmique des animaux a été soulevée. Un

coefficient de corrélation de Pearson a été calddéontrant qu’aucune corrélation n’existe
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entre le score clinique moteur et les différentakewrs de force tétanique (p > 0.05 pour
toutes les corrélations ; r = 0.15, p = 0.4393 pauworrélation a la force tétaniqgue maximale
relative (N/m, c6té gauche)). Par ailleurs, un aisain (Ckan) montre une force tres
supérieure a celle des trois autres animaux. Getaduétait le plus lourd (17.15 kg) du groupe
de chiens sains (moyenne : 15,7 kg, écart-typ@ kg), et celui dont le segment tibial était le
plus long (24 cm, versus moyenne du groupe : 2h7écart-type : 1.8 cm). Cependant, cet
écart, bien que réduit, persiste aprés normalisgiar la masse ou la longueur de la jambe.
Un autre piste d’explication serait une différenicgge, puisqu’il s'agit, a 4.4 mois, du chien
le plus agé du groupe (moyenne : 4.2 mois, écpd-1y).17 mois).

Le dernier point évalué par ’TANOVA a mesures répétconcerne I'effet du c6té testé. Chez
les chiens GRMD, cet effet est significatif (p ©8), quelle que soit la séquence considéree.

Ceci n'est pas le cas chez les animaux sains.

Tableau 16 : Résultats des mesures de forces tétaniques et de I'analyse

statistique a 4 mois

Séquence 1 Séquence 2 Séquence 3 Séquence|4

FTa(N) [FTr(N/m) FTa(N) |FTr(N/m) FTa(N) | FTr(N/m) | FTa(N) [FTr(N/m)

G| by G| b| G| D] G| b} G| D| G| D] G| Dbl G b

Moy 10.589.98 (47.8 |45.0 |10.52 |9.76 |[47.5 |44.0 |10.06 |9.48 |455 |[42.7 (857 |8.15 |39.1 (36.8

(SET) (5.06)|(4.28)|(18.9) |(15.4) |(4.54) |(4.23) |(16.4) |(15.2) |(4.07) |(4.05) |(14.5) |(14.5) |(2.06) |(3.33) |(6.3) |(11.8)
ains

Moy 6.9% 584 333 | 281 | 6.60 | 552 | 31.7 | 26.6 | 3.89 | 410 | 29.0 | 248 | 447 | 3.78 | 21.5| 18.2

EIBERTIZ/ID (3.24) | (2.75) (13.9)| (12.2)| (3.04)| (2.57)| (13.1)| (11.4)| (1.33)| (0.96)| (11.9)| (10.4) | (2.13)| (1.64)| (9.2) | (7.2)

P 0.0206 0.0246 0.0104 0.0116 0.0045 0.0044 0.0001 0.06801
(statut)

p
(coté) 0.0134 0.0121 0.0117 0.0105] 0.0251 0.0232 0.03p7 0358.

GRMD

p
(coté) 0.0976 0.5084 0.0913 0.2057 0.0867 0.2878 0.0683 5028.

sain

Pour chaque séquence et chaque cété (droit ou gauche), sont indiquées la moyenne et
I’écart-type dans chaque population, pour la force tétanique relative (N/m) et absolue.
Les résultats de I'analyse statistique sont donnés pour l’effet groupe (GRMD vs Sain), et
’effet cété (droite vs gauche) dans chacune des deux populations. Abréviations : FTa :
force tétanique absolue, FTr : force tétanique relative, G : gauche, D : droite, Moy :

moyenne, ET : écart-type. Les résultats significatifs figurent en gras.
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le module

, mesurée avec

Figure 17 : Force tétanique maximale a 4 mois

: comparaison entre chiens sains et GRMD
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A : Valeurs de force tétanique maximale absolue (N) obtenues chez les chiens sains et
GRMD B : Valeurs de force tétanique maximale relative (N/kg), obtenues chez les chiens
sains et GRMD. C : Valeurs de force tétanique maximale relative (N/m), obtenues chez
les chiens sains et GRMD. Sur les trois graphes, les chiens sains sont représentés sur la
gauche (symboles noirs), et les chiens GRMD sur la droite (symboles de couleur). Pour
chaque population, sont représentées les valeurs obtenues pour le postérieur gauche (G),
et pour le postérieur droit (D). Les symboles utilisés correspondent chacun a un animal et

cette correspondance figure dans le tableau 13.

Fatigue musculaire

Comme précédemment décrit sur le module de prerg@mération, la fatigue musculaire est
négligeable au cours des deux premiéres séquerinesgu’au cours de la troisieme pour les
chiens sains (tableau 17). Les chiens GRMD comnmmgr@cenontrer une fatigue discréte, mais
significativement plus importante que les chienassa la troisieme séquence (p = 0.0030).
Cette tendance se confirme au cours de la quatré&aeence, durant laquelle les chiens des
deux groupes fatiguent trés nettement, mais lesnshGRMD de maniére significativement
plus marquée (p = 0.0022). Ainsi, le niveau degfagiau cours de cette derniére séquence de
stimulations représente en moyenne, pour le pestegauche des chiens GRMD, le double
de celle mesurée chez les chiens sains (moyeneascRMD : 31.9 %, écart-type 9.0 %,
moyenne chiens sains : 14.1 %, écart-type : 12.6L&praphe de la figure 18 illustre cette
différence et montre également que, comme pouorizeftétanique maximale, il existe une
nette superposition des deux populations, certainens GRMD montrant un niveau de
fatigue normal. Une fois encore, I'importante dispen de la population de chiens GRMD
n'a pas pu étre mise en relation avec le degréeitdt motrice, mesuré par le score clinique
moteur, puisque le coefficient de corrélation darBen entre ces deux variables ne s’éleve

guar=-0.32 (p = 0.0989) (fatigue au cours dguatrieme séquence, postérieur gauche).

Enfin, aucun effet du c6té testé n'a pu étre déndopar '’ANOVA a mesures répétées, que

ce soit chez les chiens sains ou chez les chieMdO5R
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Tableau 17 : Résultats des mesures de fatigue, et de I’'analyse statistique

a 4 mois

Fatigue séquence 1 (

Fatigue séquence 2 (d&?)atigue séquence 3

Fatigue séquence 4 (

G D G D G D G D
Moy
(ET) 1.3(2.0 1.3(2.0)| 3.2(1.9 0.6(.5 1.7(2.1) -0.3(1.0)| 14.1(12.8) 22.0(6.2)
Sains
Moy
(ET) 1.6(3.4)| 2.8(7.1) 4.6 (4.6 4.4 (4.1) 8.1(6/1) .0 .5 [31.9 (9. 30.7 (7.9)
GRMD
P 0.7035 0.1568 0.0030 0.0022
(statut)
P
(coté) 0.3588 0.8093 0.0707 0.4180
GRMD
P
(coté) 0.9533 0.0817 0.0601 0.3527
sain

Pour chaque séquence et chaque cété (droit ou gauche), sont indiquées la moyenne de

fatigue et I'écart-type dans chaque population. Les résultats de 'analyse statistique sont

donnés pour l’effet groupe (GRMD vs Sain), et I’effet cété (droite vs gauche) dans

chacune des deux populations. Abréviations : G : gauche, D : droite, Moy : moyenne,

ET : écart-type. Les résultats significatifs figurent en gras.
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Figure 18 : Fatigue a la quatrieme séquence, mesurée avec le module de

deuxieme génération a 4 mois : comparaison entre chiens sains et GRMD
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Les chiens sains sont représentés sur la gauche (symboles noirs), et les chiens GRMD sur
la droite (symboles de couleur). Pour chaque population, sont représentées les valeurs de
fatigue obtenues pour le postérieur gauche (G), et pour le postérieur droit (D), au cours
de la derniere séquence de stimulations. Les symboles utilisés correspondent chacun a

un animal et cette correspondance figure dans le tableau 13.

Potentiation musculaire

Les résultats de potentiation musculaire a l'isdas séquences de stimulations répétées de
type secousse, obtenus dans les deux groupesadigg mois montrent qu’il existe un défaut
de potentiation chez les chiens GRMD a cet ageée@all8). Leur niveau de potentiation au
cours de la premiere séquence de stimulationsesffet tres significativement inférieur (p =
0.0006). L’écart entre les deux populations estnih@ au cours de la deuxieme séquence, les
chiens sains présentant une potentiation moinsriigpi@, car maintenant un niveau de force
élevé a la premiere secousse, une minute aprés da foremier train. La différence entre les

deux groupe reste cependant significative (p =LTB).

Ces données confirment la tendance annoncée pasiggats obtenus a 4 mois sur le premier

module. Le graphe de la figure 19 montre qu’il Bxide nouveau une superposition entre les
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deux populations, principalement liee a un animah §Ckan), montrant un niveau de

potentiation assez faible. L'importante dispersiena population GRMD n’a de nouveau pas
pu étre mise en relation avec I'état clinique desnaux (coefficient de Pearson entre score
moteur et potentiation au cours de la premiéreesdopl: r = 0.13 ; p = 0.4959 (postérieur

gauche)).

Aucun effet du c6té testé n'a été mis en évidermed’ ANOVA a mesures répétees (tableau
18)

Tableau 18 : Résultats des mesures de potentiation musculaire, et de

I'analyse statistique a 4 mois

Potentiation séquence 1 (%) Potentiation séquel(e 2
G D G D

Moy  (ET) 71.3 (34.4) 67.8 (35.6) 49.1 (24.9) 40.2 (15.6)
Sains

Moy  (ET) 37.9 (24.4) 26.1(21.7) 28.0 (15.0) 24.7 (18.1)
GRMD

p (statut) 0.0006 0.0173

p (coté) 0.0546 0.3856

GRMD

p (coté) sain 0.8005 0.3140

Pour chacune des deux séquences et chaque cété (droit ou gauche), sont indiquées la
moyenne de potentiation et I’écart-type dans chaque population. Les résultats de
I'analyse statistique sont donnés pour l'effet groupe (GRMD vs Sain), et |’effet coté
(droite vs gauche) dans chacune des deux populations. Abréviations : G : gauche, D :

droite, Moy : moyenne, ET : écart-type. Les différences significatives figurent en gras.
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Figure 19 : Potentiation musculaire au cours de la premiere séquence de
secousses a 4 mois, mesurée avec le module de deuxieme génération :

comparaison entre chiens sains et GRMD
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Les chiens sains sont représentés sur la gauche (symboles noirs), et les chiens GRMD sur
la droite (symboles de couleur). Pour chaque population, sont représentées les valeurs de
potentiation au cours de la premiére séquence de secousses, obtenues pour le postérieur
gauche (G), et pour le postérieur droit (D). Les symboles utilisés correspondent chacun a

un animal et cette correspondance figure dans le tableau 13.

Relaxation musculaire

Comme le suggerent les graphes de la figure 28j que les résultats de moyenne obtenus
sur les trois paramétres de relaxation, le niveatethxation des chiens GRMD 100 ms aprés
la fin du tétanos est inférieur a celui des chigaiss. Les animaux sains ont en effet atteint,
apres 100 ms, 50.0 % de relaxation en moyennegp@st gauche, écart-type : 2.8 %), tandis
gue les chiens GRMD n’en sont en moyenne qu’a 48.&ette différence, bien que non
significative (p = 0.0779), suggere que les chi&®RMD présentent une relaxation moins
rapide que les chiens sains. Lorsque ce méme ndeaelaxation a 100 ms est exprimé, cette
fois, en proportion du niveau de relaxation potdrtijue, la difféerence entre les deux

groupes, bien que persistante, s’atténue (tabl8atigure 20). Ceci peut étre mis en relation
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avec un niveau de contraction résiduelle post-igtenplus important chez les chiens GRMD,
sans que cette différence soit significative. Peodk la nullité chez les chiens sains, cette
variable est en moyenne de quelques pourcents (meye4.38 % pour le postérieur gauche,
ecart-type : 7.13 %) chez les chiens GRMD, atteigulas valeurs tres élevées pour certains
individus (figure 20). Cette derniere observatioeutpd’ailleurs étre faite pour les trois
variables étudiées : si une grande partie des €h@RMD étudiés montrent des valeurs
normales ou subnormales (expliguant que les difffse observées ne soient pas
significatives), quelques individus montrent uneéesse de relaxation et un niveau de
relaxation post-tétanique tres diminués (figure. 2D)est intéressant de noter qu’ici, les
corrélations avec le score clinique moteur, biem gueu fortes, sont significatives : la
relaxation a 100 ms en pourcentage de la forcaitpgta est inversement corrélée au score
clinigue moteur (r = -0.45, p = 0.0165, pour letpasur droit), et inversement, le niveau de
contraction résiduelle post-tétanique est positemincorrélé a ce méme score clinique moteur
(r=0.51, p = 0.0052). Les animaux les plus toschd mois montrent donc des propriétés de

relaxation altérées.

Ces mémes animaux sont tres probablement a I'erigfimn effet du c6té significatif chez les
chiens GRMD, comme le montrent les différences fgss entre leurs postérieurs droit et
gauche, illustrées dans les graphes de la figure 20

Tableau 19 : Résultats des mesures de niveaux de relaxation a 100 ms et

de contraction résiduelle post-tétaniques et de I’'analyse statistique a 4

mois
Relaxation 100 ms (%| Relaxation 100 ms (%| Niveau de contraction résiduelle
force tétanique) niveau post-tétanique) post-tétanique (%)
G D G D G D
Moy (ET)| 50.0(2.8) | 488(1.2)|] 49.7(3.1 48.1 (1.5) -0.629) -1.55 (1.06)
Sains
Moy (ET)| 43.8(7.6) | 41.3(7.6) 455 (5.8 435 (6.1) 4.38%y 6.78 (7.67)
GRMD
p (statut) 0.0779 0.1386 0.0791
P (cote) 0.0004 0.0042 0.0007
GRMD
p (c6té) sain 0.2418 0.2298 0.0998
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Pour chacune des variables et chaque cété (droit ou gauche), sont indiquées la moyenne
et I"écart-type dans chaque population, pour la relaxation a 100 ms, exprimée en
pourcentage de la force tétanique ou du niveau de relaxation post-tétanique, et le niveau
de contraction résiduelle post-tétanique, exprimé en pourcentage de la force tétanique.
Les résultats de I'analyse statistique sont donnés pour l’effet groupe (GRMD vs Sain), et
’effet coté (droite vs gauche) dans chacune des deux populations. Abréviations : G :
gauche, D : droite, Moy : moyenne, ET : écart-type. Les résultats significatifs figurent en

gras.
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Figure 20 : Niveaux de relaxation a 100 ms et de contraction résiduelle

post-tétaniques a 4 mois : comparaison entre chiens sains et GRMD
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A : Valeurs de niveau de relaxation post-tétanique aprés 100 ms, en pourcentage de la
force tétanique B : Valeurs de niveau de relaxation post-tétanique aprés 100 ms, en
pourcentage du niveau de relaxation post-tétanique C : Valeurs de niveau de contraction
résiduelle post-tétanique, en pourcentage de la force tétanique, obtenues chez les chiens
sains et GRMD. Sur les trois graphes, les chiens sains sont représentés sur la gauche
(symboles noirs), et les chiens GRMD sur la droite (symboles de couleur). Pour chaque
population, sont représentées les valeurs obtenues pour le postérieur gauche (G), et pour
le postérieur droit (D). Les symboles utilisés correspondent chacun a un animal et cette

correspondance figure dans le tableau 13.

Etude a 6 mois

Force tétanique

A l'age de 6 mois, les mesures de force tétanicadisees avec le module de seconde
génération montrent, comme avec le précédent, egpielHiens GRMD présentent une force
tétanique effondrée, en comparaison des animang.gaeci est vrai pour les valeurs de force
tétanique absolue, et relatives, que ce soit eig Ntken N/m (p < 0.01 pour 'ensemble des
valeurs obtenues, a chacune des séquences deasitbms) (tableau 20). Comme a I'age de 4
mois, mais de facon encore plus marquée, les \wleayennes obtenues dans les deux
populations sur ce module sont trés nettement upés a celles obtenues avec le précédent
statif. Ainsi, la valeur moyenne obtenue chez Iberts GRMD représente quasiment le
double (moyenne premier module (force tétanique imabe postérieur gauche): 4.56 N,
écart-type : 1.16 N ; moyenne second module : R32cart-type : 3.94 N), de méme que
celle obtenue chez les chiens sains (moyenne premoelule (force tétanique maximale
postérieur gauche) : 13.12 N, écart-type : 0.65nmbyenne second module : 24.60 N, écart-
type : 12.29 N). Par ailleurs, les deux populatidéerites par les mesures obtenues sur cette
seconde génération de module apparaissent beapbmipispersées (figure 21), comme en
témoignent les coefficients de variation s’élevad9.9 % pour les chiens sains (4.95 % avec
le précédent module) et a 53.8 % chez les chiend[GR5.4 % avec le précédent module).

La dispersion de la population GRMD n’est pas déa@ I'hétérogenéité clinique mesurée
par le score clinique moteur, comme le montre kffament de Pearson calculé entre la force
tétanigue maximale relative (N/m) et le score qu@ moteur (r = -0.03, p = 0.9272

(postérieur gauche)).

Enfin, I'effet du coté teste, significatif chez lelsiens GRMD a 4 mois, n’est plus, ici, mis en

évidence par ’TANOVA a mesures répétées (tableau 20
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Tableau 20 : Résultats des mesures de force tétanique et de I'analyse

statistique a 6 mois

Séquence 1 Séquence 2 Séquence 3 Séquence
FTa(N) |FTr(N/m) | FTa(N) |FTr(N/m) | FTa(N) |FTr(N/m) | FTa(N) | FTr(N/m)
G/ b G| DbD| G| D| G| D| G| D| G| Dl Gl D] G D
Moy  [24.60(2257|101.4 [93.4 |23.68 [21.60 |97.6 (89.5 |22.83 [21.09 (94.1 [87.4 |19.52 |18.83 [80.2 |77.9
(SET) (12.29(12.40/(50.7) |(53.1) |(11.84)(12.40)(48.8) |(53.1) |(11.50)(11.82)(47.3) |(50.7) |(10.25)(10.42)(41.4) |(44.3)
ains
Moy [7.3z | 6.61| 316 | 285 | 7.08 | 6.33 | 30.5 | 27.4 | 657 | 6.00 | 28.3 | 259 | 547 | 4.98 | 23.6 | 21.6
EBEIR/ID (3.94)| (2.90) (17.7)| (13.1)| (3.78)| (2.79) | (17.0)| (12.7)| (3.60) | (2.70)| (16.1)| (12.3)| (2.99) | (2.50)| (13.4)| (11.5)
P 0.0008 0.0012 0.0009 0.0013 0.0007 0.0011 0.00p6 0000.
(statut)
P
(coté) 0.1584 0.1726 0.1517 0.1650 0.2824 0.2998 0.25p2 27160.
GRMD
P
(coté) 0.4458 0.4699 0.4676 0.4933 0.5162 0.5459 0.7919 8330.
sain

Pour chaque séquence et chaque cété (droit ou gauche), sont indiquées la moyenne et

I"écart-type dans chaque population, pour la force tétanique relative (N/m) et absolue.

Les résultats de I'analyse statistique sont donnés pour l’effet groupe (GRMD vs Sain), et

’effet cété (droite vs gauche) dans chacune des deux populations. Abréviations : FTa :

force tétanique absolue, FTr : force tétanique relative, G : gauche, D : droite, Moy :

moyenne, ET : écart-type. Les résultats significatifs figurent en gras.
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Figure 21 : Force tétanique maximale a 6 mois, mesurée avec le module

de deuxieme génération : comparaison entre chiens sains et GRMD
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A : Valeurs de force maximale tétanique absolue (N) obtenues chez les chiens sains et
GRMD B : Valeurs de force maximale tétanique relative (N/kg), obtenues chez les chiens
sains et GRMD. C : Valeurs de force maximale tétanique relative (N/m), obtenues chez
les chiens sains et GRMD. Sur les trois graphes, les chiens sains sont représentés sur la
gauche (symboles noirs), et les chiens GRMD sur la droite (symboles de couleur). Pour
chaque population, sont représentées les valeurs obtenues pour le postérieur gauche (G),
et pour le postérieur droit (D). Les symboles utilisés correspondent chacun a un animal et
cette correspondance figure dans le tableau 13.

Fatigue musculaire

La fatigue musculaire, démontrée comme augmentémars des deux dernieres séquences
chez les chiens GRMD a I'age de 4 mois, n'est, daois plus tard, plus significativement
différente de celle des chiens sains (tableau @&gi correspond a la tendance dessinée par
les résultats obtenus avec le premier module. &ptgr de la figure 22 confirme une trés nette

superposition des deux groupes d’animaux.

L’effet du coté testé n’est pas significatif, queesoit dans un groupe ou dans l'autre.
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Tableau 21 : Résultats des mesures de fatigue, et de I’'analyse statistique

a 6 mois

Fatigue séquence 1 Fatigue séquence 2 (%) Fatigue séquenceRatigue séquence 4

(%) (%) (%)
G D G D G D G D

Moy
ET) 1.6 (1.1) 1.2(0.9)| 25(0.4 2.4(0.7) 1.6 (1.3) 0.7 (0.5) 37.8 (37/4)15.2 (9.6
Sains
Moy
ET) 1.2(3.4)| 2.0(.9)]| 4.6(47 3.4 (8.3) 3.6 (4.5)0.1-(10.6)(17.7 (9.6) | 24.9 (7.9
GRMD
P 0.9203 0.3829 0.8664 0.4499
(statut)
P
(coté) 0.6956 0.7301 0.2411 0.0745
GRMD
P
(coté) 0.5927 0.7019 0.1696 0.2986
sain

Pour chaque séquence et chaque cété (droit ou gauche), sont indiquées la moyenne de

fatigue et I’écart-type dans chaque population. Les résultats de I'analyse statistique sont

donnés pour l’effet groupe (GRMD vs Sain), et I’effet cété (droite vs gauche) dans

chacune des deux populations. Abréviations : G : gauche, D : droite, Moy : moyenne,

ET : écart-type.
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Figure 22 : Fatigue a la quatrieme séquence, mesurée avec le module de

deuxieme génération a 6 mois : comparaison entre chiens sains et GRMD
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Les chiens sains sont représentés sur la gauche (symboles noirs), et les chiens GRMD sur
la droite (symboles de couleur). Pour chaque population, sont représentées les valeurs de
fatigue obtenues pour le postérieur gauche (G), et pour le postérieur droit (D), au cours
de la derniere séquence de stimulations. Les symboles utilisés correspondent chacun a

un animal et cette correspondance figure dans le tableau 13.

Potentiation musculaire

A limage de la fatigue musculaire, la potentiatian cours des séquences de secousses,
significativement diminuée a 4 mois chez les chieRMD, n’est plus différente de celle des
chiens sains a I'dge de 6 mois (tableau 22). Lephgrade la figure 23 illustre le
chevauchement des deux populations. Aucun effetddiél testé n’a été mis en évidence par

'ANOVA a mesures répétées (tableau 22).

113



Tableau 22 : Résultats des mesures de potentiation musculaire, et de

I'analyse statistique a 6 mois

Potentiation séquence 1 (%)

Potentiation séquelf&e 2

G

D

G

D

Moy  (ET)
Sains

56.8 (21.8)

60.5 (31.1)

39.2 (20.9)

42.8 (26.3)

Moy (ET)
GRMD

60.6 (21.5)

63.5 (26.9)

40.0 (16.2)

49.9 (21.2)

p (statut)

0.6922

0.5933

p (coté)
GRMD

0.9273

0.4678

p (c6té) sain

0.8358

0.7075

Pour chacune des deux séquences et chaque cété (droit ou gauche), sont indiquées la

moyenne de potentiation et |’écart-type dans chaque population. Les résultats de

I'analyse statistique sont donnés pour l'effet groupe (GRMD vs Sain), et I'effet coté

(droite vs gauche) dans chacune des deux populations. Abréviations : G : gauche, D :

droite, Moy : moyenne, ET : écart-type.
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Figure 23 : Potentiation musculaire au cours de la premiere séquence de
secousses a 6 mois, mesurée avec le module de deuxieme génération :

comparaison entre chiens sains et GRMD
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Les chiens sains sont représentés sur la gauche (symboles noirs), et les chiens GRMD sur
la droite (symboles de couleur). Pour chaque population, sont représentées les valeurs de
potentiation au cours de la premiére séquence de secousses, obtenues pour le postérieur
gauche (G), et pour le postérieur droit (D). Les symboles utilisés correspondent chacun a

un animal et cette correspondance figure dans le tableau 13.

Relaxation musculaire

Les propriétés de relaxation musculaire, mesureeslgs trois variables précédemment
décrites, ne sont pas significativement modifiéeszcles chiens GRMD a 6 mois (tableau
23). Cependant, comme le montrent les graphes tiguiee 24, quelques chiens GRMD se
démarquent des autres animaux du groupe par desauxivde relaxation a 100 ms (en
pourcentage de la force tétanique) diminués, et mesaux de contraction résiduelle

augmentés. Ces mémes animaux présentent des vekeuriveau de relaxation a 100 ms,
exprimé en pourcentage de la relaxation post-tgteni normales, ce qui indique gqu'ils

présentent davantage un défaut de relaxation ptastijue qu’'un ralentissement de la
relaxation, du moins dans la phase précoce. De aramtéressante, ces deux variables,

modifiées chez quelques animaux seulement, soténfient corrélées a leur score clinique
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moteur : une corrélation inverse avec le tempsetixation a 100 ms en pourcentage de la
force tétanique (r = -0.85, p = 0.0018 pour let@asur droit) et une corrélation positive forte

avec la contraction résiduelle post-tétanique (.85, p < 0.0001 pour le postérieur droit)

sont notées. Le graphe de la figure 25 illustreecsdrrélation. Le chien GRMD présentant les
valeurs les plus extrémes (Dfois) présentait aéaib une atteinte clinique prononceée,

puisqu’au moment du test il venait de perdre lahoction.

Un effet significatif du c6té a par ailleurs étémantré (Tableau 23) chez les chiens GRMD,
pour ces deux mémes variables, mais pas pour éamnide relaxation a 100 ms, exprimé en
pourcentage du niveau de relaxation post-tétanigeiequi suggére que les variations d’un
cOté a l'autre sont davantage liees a des niveawodtraction résiduelle différents qu'a des

variations de vitesse de relaxation.

Tableau 23 : Résultats des mesures de niveaux de relaxation a 100 ms et

de contraction résiduelle post-tétaniques et de I’'analyse statistique a 6

mois
Relaxation 100 ms (%| Relaxation 100 ms (%| Niveau de contraction résiduelle
force tétanique) niveau post-tétanique) post-tétanique (%)
G D G D G D
I\S/|0_y (ET)| 48.0(5.1) | 49.0(3.2)| 48.1(5.0 49.2 (2.8) 0.352) -0.27 (0.22)
ains
Moy (ET)| 46.4(7.7) | 53.0(34.3) 51.8(2.49) 46.5(128) 10%8) 39.6 (77.1)
GRMD
p (statut) 0.3733 0.1713 0.1243
p (cote) 0.0041 0.0946 0.0327
GRMD
p (c6té) sain 0.5360 0.5718 0.1474

Pour chacune des variables et chaque cété (droit ou gauche), sont indiquées la
moyenne et I’écart-type dans chague population, pour la relaxation a 100 ms,
exprimée en pourcentage de la force tétanique ou du niveau de relaxation post-
tétanique, et le niveau de contraction résiduelle post-tétanique, exprimé en
pourcentage de la force tétanique. Les résultats de I'analyse statistique sont
donnés pour I'effet groupe (GRMD vs Sain), et I’effet c6té (droite vs gauche)
dans chacune des deux populations. Abréviations : G : gauche, D : droite, Moy :

moyenne, ET : écart-type. Les résultats significatifs figurent en gras.
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Figure 24 : Niveaux de relaxation a 100 ms et de contraction résiduelle

post-tétaniques a 6 mois : comparaison entre chiens sains et GRMD
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A : Valeurs de niveau de relaxation post-tétanique aprés 100 ms, en pourcentage de la
force tétanique B : Valeurs de niveau de relaxation post-tétanique aprés 100 ms, en
pourcentage du niveau de relaxation post-tétanique C : Valeurs de niveau de contraction
résiduelle post-tétanique, en pourcentage de la force tétanique, obtenues chez les chiens
sains et GRMD. Sur les trois graphes, les chiens sains sont représentés sur la gauche
(symboles noirs), et les chiens GRMD sur la droite (symboles de couleur). Pour chaque
population, sont représentées les valeurs obtenues pour le postérieur gauche (G), et pour
le postérieur droit (D). Les symboles utilisés correspondent chacun a un animal et cette
correspondance figure dans le tableau 13.

Figure 25 : Corrélation entre score clinique moteur et niveau de
contraction résiduelle post-tétanique a 6 mois : illustration par droite de

régression
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Le pourcentage de score clinique moteur figure en abscisse et la valeur de niveau
de contraction résiduelle post-tétanique en ordonnée. Chaque chien est
représenté en deux points (postérieur gauche et droit), par le symbole qui lui
correspond (Tableau 13). Deux exemples de tracés de tétanos montrant une
contraction résiduelle, mais a des degrés différents, sont présentés, a cété du

point leur correspondant. Cette correspondance est indiquée par une fleche.

118



Etude a 9 mois

Force tétanique

A I'age de 9 mois, la force tétanique des chiendBRest significativement diminuée, que ce
soit en valeur absolue ou relative (en N/kg ou ém)Ntableau 24). Les graphes de la figure
26 montrent qu’il existe une zone de superposiioiie les deux populations, majorée par la
normalisation par la masse corporelle. Cette sséipn est notamment liée a la position du
chien Dfois, qui montre une force tétanique maxemaiportante, alors méme que cet animal
présentait une forme clinique trés prononcée, ait gerdu I'usage de la locomotion a I'age
de 6 mois. Aucune corrélation, dans un sens ou bamse, des valeurs de force tétanique
avec le score clinigue moteur n’a d’ailleurs ét&eren évidence (coefficient de Pearson avec
la force tétanique relative en N/m: r = 0.15, §.7251 (postérieur gauche)). Ces éléments
indiquent que la force de flexion du tarse et ddeston des doigts chez le chien GRMD ne

peut en aucun cas constituer un élément de gradétiphénotype global de l'individu.

Enfin, aucun effet du cété testé sur les valeurfodee tétanique n'a été démontré (tableau
24).

Tableau 24 : Résultats des mesures de forces tétaniques et de I'analyse

statistique a 9 mois

B

Séquence 1 Séquence 2 Séquence 3 Séquence

FTa(N) |FTr(N/m) | FTa(N) |FTr(N/m) | FTa(N) |FTr(N/m) | FTa(N) | FTr(N/m)

G| D| G D| G D| G| D| G D G| Dl G Dl G D

Moy 27.10(32.91|104.2 (127.9 |26.14 |31.50 [100.5 [122.6 |25.02 |29.90 (96.2 |116.7 |20.95 |23.84 |80.6 |93.5

(SET) (14.82(14.93(56.0) [(62.9) |(14.82)(14.97)((55.9) |(63.8) |(14.31)(15.06)(54.2) |(64.7) |(11.67)(11.94)(44.2) |(53.5)
ains

Moy 11.9¢ | 8.94| 49.0 | 36.2 | 11.15| 833 | 454 | 33.7 | 10.29| 7.85 | 418 | 31.7 | 812 | 6.79 | 32.8 | 274

EBEIR/ID (7.82) | (3.98) (33.9)| (16.6)| (6.74)| (4.36)| (29.0)| (18.1)| (5.86)| (4.39)| (25.1)| (18.2)| (4.08)| (3.90)| (16.8)] (16.2)

P 0.0032 0.0052 0.0031 0.0049 0.0031 0.0050 0.00p1 0030.
(statut)

P
(coté) 0.2441 0.2611 0.2476 0.2658 0.2636 0.2811 0.3332 357Q.

GRMD

P
(coté) 0.2071 0.2140 0.2933 0.2907 0.3650 0.3549 0.63p3 587Q.

sain

Pour chaque séquence et chaque cété (droit ou gauche), sont indiquées la moyenne et

I"écart-type dans chaque population, pour la force tétanique relative (N/m) et absolue.
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Les résultats de I'analyse statistique sont donnés pour l’effet groupe (GRMD vs Sain), et
’effet coté (droite vs gauche) dans chacune des deux populations. Abréviations : FTa :
force tétanique absolue, FTr : force tétanique relative, G : gauche, D : droite, Moy :

moyenne, ET : écart-type. Les résultats significatifs figurent en gras.
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Figure 26 : Force tétanique maximale a 9 mois, mesurée avec le module

de deuxiéme génération : comparaison entre chiens sains et GRMD
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A : Valeurs de force tétanique maximale absolue (N) obtenues chez les chiens sains et
GRMD B : Valeurs de force tétanique maximale relative (N/kg), obtenues chez les chiens
sains et GRMD. C : Valeurs de force tétanique maximale relative (N/m), obtenues chez
les chiens sains et GRMD. Sur les trois graphes, les chiens sains sont représentés sur la
gauche (symboles noirs), et les chiens GRMD sur la droite (symboles de couleur). Pour
chaque population, sont représentées les valeurs obtenues pour le postérieur gauche (G),
et pour le postérieur droit (D). Les symboles utilisés correspondent chacun a un animal et

cette correspondance figure dans le tableau 13.

Fatigue musculaire

Comme a I'age de 6 mois, les mesures de fatigtexta€es au cours des quatre séquences de
stimulations tétaniques a 9 mois, ne sont pasfgigtivement différentes entre chiens sains et
GRMD (tableau 25). Le graphe de la figure 27 ilestette absence de modification.

Aucun effet du c6té testé n’a par ailleurs étéemigvidence (tableau 25).

Tableau 25 : Résultats des mesures de fatigue, et de I'analyse statistique

a 9 mois

Fatigue séquence 1 (| Fatigue séquence 2 ("Jﬂ?atigue séquence 3 (‘ﬁﬁi}atigue séquence 4 (Po)

G D G D G D G D

?ﬁ% 2.9(2.7) 25(1.8) 25(1.6 4.8(3.0) 2.2(1.5) | 4.3(4.0)22.7 (5.2) | 27.0 (21)0

Sains

Mo
(ET); 21(8.4)| 3.9(11.3) 3.0(2.3 7.7 (13.7 4.6 (5.3)4.2 (16.8)23.3 (18.7) | 14.1 (16.%)

GRMD

E)t w) 0.9538 0.6679 0.7983 0.3430
statu

P
(coté) 0.5626 0.3234 0.9591 0.2057

GRMD

P
(cote) 0.8083 0.1301 0.3039 0.6951

sain

Pour chaque séquence et chaque cété (droit ou gauche), sont indiquées la moyenne de
fatigue et I’écart-type dans chaque population. Les résultats de I'analyse statistique sont
donnés pour l'effet groupe (GRMD vs Sain), et l’effet cété (droite vs gauche) dans
chacune des deux populations. Abréviations : G : gauche, D : droite, Moy : moyenne,

ET : écart-type.
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Figure 27 : Fatigue a la quatrieme séquence, mesurée avec le module de

deuxiéme génération a 9 mois : comparaison entre chiens sains et GRMD

70 -

60 - o
g
@ 50 - °
5 °
>
Z 40 -
(%]
[}
5 30 A n
g Q
S 20 x +
8
o L ¢ [
P ] m W
g 1 X _
3 a
s 04
(0]
o}
2
= -10 4
L
-20
G D G D
Sains GRMD

Les chiens sains sont représentés sur la gauche (symboles noirs), et les chiens GRMD sur
la droite (symboles de couleur). Pour chaque population, sont représentées les valeurs de
fatigue obtenues pour le postérieur gauche (G), et pour le postérieur droit (D), au cours
de la derniére séquence de stimulations. Les symboles utilisés correspondent chacun a

un animal et cette correspondance figure dans le tableau 13.
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Potentiation musculaire

De la méme facon que pour la fatigue, la poteotatnusculaire n’est, a 9 mois, pas
différente entre chiens GRMD et chiens sains, coremaontrent les résultats figurant dans
le tableau 26, et le graphe de la figure 28. Lé tésté n'a pas d’effet significatif sur la valeur

obtenue (tableau 26).

Tableau 26 : Résultats des mesures de potentiation musculaire, et de

I'analyse statistique a 9 mois

Potentiation séquence 1 (%) Potentiation séquel(e 2
G D G D

Moy  (ET) 55.6 (34.8) 72.4 (16.9) 38.8 (19.9) 43.5 (7.6)
Sains
Moy  (ET) 50.1 (39.8) 33.3(34.8) 42.7 (29.9) 18.2 (27.2)
GRMD
p (statut) 0.1195 0.2939
p (coté) 0.4366 0.1458
GRMD
p (coté) sain 0.3035 0.5379

Pour chacune des deux séquences et chaque cété (droit ou gauche), sont indiquées la
moyenne de potentiation et I’écart-type dans chaque population. Les résultats de
I'analyse statistique sont donnés pour l'effet groupe (GRMD vs Sain), et |’effet coté
(droite vs gauche) dans chacune des deux populations. Abréviations : G : gauche, D :

droite, Moy : moyenne, ET : écart-type.
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Figure 28 : Potentiation musculaire au cours de la premiere séquence de
secousses a 9 mois, mesurée avec le module de deuxieme génération :

comparaison entre chiens sains et GRMD
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Les chiens sains sont représentés sur la gauche (symboles noirs), et les chiens GRMD sur
la droite (symboles de couleur). Pour chaque population, sont représentées les valeurs de
potentiation au cours de la premiére séquence de secousses, obtenues pour le postérieur
gauche (G), et pour le postérieur droit (D). Les symboles utilisés correspondent chacun a

un animal et cette correspondance figure dans le tableau 13.

Relaxation musculaire

Aux deux temps précédents, se dessinait une teadars une relaxation post-tétanique
moindre chez les chiens GRMD, sans qu’une difféesignificative avec les chiens sains
puisse étre démontrée. A 'age de 9 mois, le nivdmwontraction résiduelle post-tétanique
est cette fois significativement augmenté chez deens GRMD (p = 0.0131) et la

superposition entre les deux populations est guagistante pour cette variable (figure 29).
Sans que la différence avec les chiens sains mpmiifisative (tableau 27), les valeurs de
relaxation a 100 ms sont diminuées pour quelquiesaarx, et principalement pour le chien le
plus touché (Dfois). Ces deux variables montrenetadge des corrélations significatives et
négatives avec le score clinique moteur : les mefits de corrélation de Pearson sont

compris entre -0.67 (p = 0.0480) pour la relaxa#oi00 ms en pourcentage de la force
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tétanique du postérieur droit et -0.78 (p = 0.03&1)r la relaxation a 100 ms en pourcentage

de la relaxation post-tétanique de ce méme membre.

Tableau 27 : Résultats des mesures de niveaux de relaxation a 100 ms et

de contraction résiduelle post-tétaniques et de I'analyse statistique a 9

mois
Relaxation 100 ms (%| Relaxation 100 ms (%| Niveau de contraction résiduelle
force tétanique) niveau post-tétanique) post-tétanique (%) (%)
G D G D G D
I\S/qu (ET)| 455 (8.2) 50.3(3.6)| 45.4(7.9 49.7 (3.4) -0.237) -1.13 (0.39)
ains

glgxllle (ET)| 425(9.3) | 38.6(10.8) 50.0(5.9) 46.6(110) 15TB16) | 17.20 (12.06)

p (statut) 0.3243 0.7622 0.0131

p (coté) 0.0155 0.1384 0.7831
GRMD

p (cbté) sain 0.1774 0.1913 0.1887

Pour chacune des variables et chaque cété (droit ou gauche), sont indiquées la moyenne
et I"écart-type dans chaque population, pour la relaxation a 100 ms, exprimée en
pourcentage de la force tétanique ou du niveau de relaxation post-tétanique, et le niveau
de contraction résiduelle post-tétanique, exprimé en pourcentage de la force tétanique.
Les résultats de I'analyse statistique sont donnés pour l’effet groupe (GRMD vs Sain), et
’effet coté (droite vs gauche) dans chacune des deux populations. Abréviations : G :
gauche, D : droite, Moy : moyenne, ET : écart-type. Les résultats significatifs figurent en

gras.
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Figure 29 : Niveaux de relaxation a 100 ms et de contraction résiduelle

post-tétaniques a 9 mois : comparaison entre chiens sains et GRMD
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A : Valeurs de niveau de relaxation post-tétanique aprés 100 ms, en pourcentage de la force
tétanique B : Valeurs de niveau de relaxation post-tétanique aprés 100 ms, en pourcentage
du niveau de relaxation post-tétanique C : Valeurs de niveau de contraction résiduelle post-
tétanique, en pourcentage de la force tétanique, obtenues chez les chiens sains et GRMD. Sur
les trois graphes, les chiens sains sont représentés sur la gauche (symboles noirs), et les
chiens GRMD sur la droite (symboles de couleur). Pour chaque population, sont représentées
les valeurs obtenues pour le postérieur gauche (G), et pour le postérieur droit (D). Les
symboles utilisés correspondent chacun a un animal et cette correspondance figure dans le
tableau 13.

d) Etude de I'effet de I'age sur les différentes

variables

Chez les chiens sains, les valeurs de force tétanigaximale absolue et relative montrent
une tendance a l'augmentation, mais non signifieatiableau 28). Aucun effet de I'age n'a

été détecté pour les autres variables.

Chez les chiens GRMD, la force tétanique maximdisolkie augmente significativement
avec I'age. La potentiation musculaire, faible endis et qui se normalise par la suite, subit
egalement un effet significatif de I'age, ainsi daecontraction résiduelle post-tétanique qui
augmente significativement au cours du temps, jasdgvenir significativement augmentée a

9 mois.

Tableau 28 : Effet de I'dage (4 a 9 mois) sur les principales variables étudiées,

mesurées avec le module de deuxieme génération.

FToa@ |FTnat |Fatigug [Potentiation |Rieo Rioo Contraction
(FTmax)|(R P-T) [résiduelle P-T

Effet age sains (p=)| 0.0708 0.0991 0.7587 0.6306 4647. | 0.4806 0.2680

Effet &ge GRMD (p=)) 0.0167| 0.0563| 0.3009 0.0046 0.0522 | 0.1149 0.0289

Pour chacun des deux groupes, sont consignés les principaux résultats du test statistique
évaluant l'effet de I’4ge sur les variables mesurées. Les résultats significatifs figurent en gras.
Abréviations : FT..a : force tétanique maximale absolue, FT,,..r : force tétanique maximale
relative (N/m), Fatigue, : fatigue musculaire au cours de la 4°™ séquence de stimulations,
Potentiation; : potentiation musculaire au cours de la 1°€ séquence de secousses, Ry

(FTmax) : relaxation apres 100 ms, en pourcentage de la force tétanique maximale, Ry (R P-
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T) : relaxation aprés 100 ms, en pourcentage de la relaxation post-tétanique, P-T : post-

tétanique.

D. Discussion

Les deux études menées successivement sur deurati@me® de modules de conception
différente, et incluant deux groupes d’animauxeatiéhts, ont toutes deux permis de dégager
les mémes tendances d’évolution des indices étetieés les chiens GRMD. Une diminution
de la force tétanigue maximale a été démontréaus les ages étudiés, tandis qu’'une plus
grande fatigue et une moindre potentiation musilaiont été détectées qu'a I'age de 4
mois. Cependant, s’il existe une concordance degreonclusions obtenues a I'issue des deux
parties de I'étude, ce qui constitue un argumeriieaur de leur robustesse, les valeurs brutes
de force tétanique absolue obtenues ont montrélifésences entre les deux générations de
module. Ainsi, comme cela était attendu, la moingdeete d’information dans la seconde
génération de module a conduit a I'obtention dewa supérieures, chez les chiens sains
comme chez les chiens GRMD. Ces valeurs sont égalesupérieures a celles publiées
(Kornegay et al. 1999), qui se situent elles-méerse celles obtenues avec la premiére

génération et celles obtenues avec la deuxieme.

Ainsi, par exemple, a 'dge de 6 mois, les chiexigssprésentent une valeur de force tétanique
absolue mesurée avec le premier module de 13.1268 (), cette méme valeur s’élevant a
24.60 N (12.29 N) lorsqu’elle est mesurée aveet®sd module, et & 16.33 N (3.88 N) dans
la littérature (Kornegay et al. 1999). Ces mémesures s’élevent chez les chiens GRMD
respectivement a 4.56 N (1.16 N) (premier modie2 N (3.94 N) (second module), et 5.89
N (2.30 N) (Kornegay et al. 1999). Cette différemsec les données publiées peut peut-étre
s’expliquer par les différences existant entredigpositifs de mesure. La description détaillée
du statif utilisé par J.N. Kornegagt al. n'’est pas publiée, mais il semble, au vu de
lillustration donnée, que celui-ci se situe, ser plan de sa conception, entre les deux
générations de module présentées ici. Ainsi, laalgédemble bien fixe, comme dans le
module de seconde génération, mais le capteurediét & la partie haute de la pédale
seulement. Il existe donc sans doute une pertéodimation, liée a la position du capteur,
mais moindre que dans la premiere génération deul@aldcrite ici, puisque les mouvements
ne sont pas autorisés durant la contraction (péfiledy. Ceci permet d’offrir une piste

d’explication aux différences de valeurs obtenugdes trois dispositifs.
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Une problématique méthodologique, évoquée parKiokhegayet al. (Kornegay et al. 1999),

a été soulevée ici et a trait a le prise en consid du gabarit des animaux évalués dans
'analyse des résultats. La normalisation classipré effectuée par la masse corporelle des
animaux (Kornegay et al. 1999), et reproduite dan@remiére partie de la présente étude, a
été remise en question en raison des caractémstigtaturo-pondérales du chien GRMD,
énonceées en détail a la fin du chapitre B. Une abisation par la longueur du segment tibial
a été proposée en tant qu’alternative dans la decpartie de I'étude. Ce parametre était en
effet celui qui pouvait probablement constituer des meilleurs éléments anatomiques
prédictifs de la force, et le plus simple d’obtentchez les chiens, parmi ceux proposés dans
les diverses études réalisées chez les patientaihsiifBlazevich et al. 2009, Li et al. 2010).
Une illustration parfaite de linfluence de cettermalisation est le résultat de l'analyse
statistigue obtenu a 4 mois avec le second modaléarce tétanique absolue est, a cet age
significativement diminuée chez les chiens GRMD=(P.0206). Cette méme différence, sur
la force tétanique relative, obtenue en normalisamaleur absolue par la masse corporelle,
n’est plus significative (p = 0.2004). Par conteenormalisation par la longueur du segment
tibial permet de retrouver un niveau de signifigédi quasi-identiqgue a celui obtenu pour la
force tétanique absolue (p = 0.0246). L utilisatae la masse corporelle pour normaliser des
variables liées a la taille chez les chiens GRMDdesc a proscrire, au profit d’autres indices

de taille des individus (tels que la longueur d@habe ici, ou, plus loin, la hauteur au garrot).

Un autre point de méthodologie essentiel conceanmépétabilité des mesures. Cette question
n'avait jamais été abordée dans les travaux déj&sés sur la mesure de force chez le chien
GRMD ; elle a été investiguée ici sur les deux gétiens de module pour les chiens sains, et
sur la seconde uniquement pour les chiens GRMRw8&iN effet du jour de test n'a pu étre
mis en évidence chez les chiens GRMD, il n’en rpakemoins que la variabilité des mesures
est importante chez ces animaux, puisque le cgafficde variation de la force tétanique
maximale atteint 22.4 % (écart-type 16.1 %). Cleszpatients atteints de DMD, la variabilité
des mesures de force est également, bien que meumdatée, décrite comme importante
(Edwards et al. 1987). Les coefficients de varraubliés se situent en effet entre 15.4 %
(écart-type 2.6 %) et 27 % (écart-type 10.5 %) anfives muscles testés, et ceux-ci ne sont
pas modifiés par le mode d’obtention de la conivacfvolontaire ou stimulation électrique).
Les variations de I'état Iésionnel des muscles ¢bum a I'autre chez les patients comme chez
les chiens peut permettre d’expliquer de tellestflations dans les mesures de force
(Edwards et al. 1987). La variabilité des mesustsr effet moindre chez les patients sains,

puisque des coefficients de variation de seuler®en®% sont publiés (Edwards et al. 1987).
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Les chiens sains évalués ici montrent des coefiiside variation effectivement plus faibles
gue les chiens GRMD (11.5 % (écart-type : 8.0 %&cae premier module ; 14.8 % (écart-
type : 6.4 %) avec le second module), mais néarsralirs élevés que ce qui est décrit chez le
patient. Plusieurs hypotheses explicatives pourtadtre avancees telles que des variations
dans le positionnement des animaux d’un jour arégules variations de I'état physiologique
des animaux d’'un test a l'autre (température caifmnotamment, et degré d’hypothermie
sous anesthésie générale), ou encore variabitii@saque du systeme de mesure. Une autre
hypothése a été soulevée dans I'étude publiéeasmebure de force (Kornegay et al. 1999),
pour expliquer des différences entre postérieuit éta@auche chez les chiens sains : chez des
animaux plus musclés, il peut étre plus difficileldenir une stimulation correcte du nerf, le
positionnement d’électrodes pouvant étre plus kasex. Dans le cas présent, cette hypothése
est peu probable, d’une part car elle était avadeés le cas du nerf tibial. Or, quelle que soit
la masse musculaire du chien, le nerf fibulairegestsiment toujours trés facilement palpable
car trés superficiel ; le placement de I'électro@estimulation est donc relativement sdr. De
surcroit, un contrle de la réponse musculaire éaeffectué ici, par enregistrement des

potentiels d’action musculaires composés, gararttda qualité de la stimulation réalisée.

L'amplitude de ces potentiels d’action musculaioesnposés, enregistrés chez les chiens
GRMD, s’est d'ailleurs montrée significativementiuée. Cette différence n’avait jamais été
décrite chez les chiens déficients en dystroplsaef dans un cas isolé (Baltzer et al. 2007). I
s’agit d'une modification présente dans les castelf@#es musculaires prononcées (Cuddon
2002). Cette amplitude diminuée des potentiels as@p est également classiquement décrite
chez les patients atteints de DMD (Botelho et 8601 Sharma et al. 1995) et peut étre
attribuée le plus probablement a une diminutionndunbre et/ou de la taille des fibres
musculaires (Botelho et al. 1960, Sharma et al519® a une modification des propriétés
électriques des fibres musculaires (potentiel meamdire) (BOTELHO et al. 1960).
L’hypothese de diminution artéfactuelle de ces miés, en liaison avec une séparation
électrode-muscle par du tissu non musculaire (Botedt al. 1960) peut ici étre rejetée,
puisque I'électrode est positionnée dans I'espacs-sutane, nettement moins riche en tissu
adipeux chez les chiens GRMD que chez les chieins.sdne étude d’électromyographie
guantitative pourrait étre envisagée chez les sh@RMD, et permettrait probablement de

définir de nouveaux index pertinents pour I'évaluade leur fonction musculaire.

Les éléments reflétés par la diminution d’amplitudies potentiels d’action musculaire
composeés sont probablement ceux qui expliqueneggait la diminution de force tétanique :

une diminution du nombre des fibres musculairegart de la force. Cependant, les causes
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de cette diminution sont probablement différente$oaction de I'age. A I'dge de 4 mois, les
nécroses segmentaires, la proportion importantditdes en régénération, et, dans une
moindre mesure, la fibrose débutante, expliquendifainution de force musculaire. Aux
stades plus tardifs, elle est certainement davarltég a la raréfaction des fibres musculaires
dans un tissu musculaire envahi par le tissu catiforAméliorer I'état Iésionnel du muscle
peut donc augmenter sa force musculaire. La dinonunhajeure de la force musculaire des
muscles craniaux de la jambe, décrite chez lesnshi@RMD, permet l'utilisation de la
mesure de leur force pour I'évaluation d’'un béreficérapeutique éventuel, apporté par une
stratégie locale (injection intra-musculaire) ostgynique. La mesure de force s’inscrit donc
dans toutes les étapes de validation des stratégiespeutiques chez les chiens GRMD : de
la preuve d’efficacité initiale (injection localegu bénéfice a I'échelle de lindividu
(administration par voie générale).

Cependant, dans ce cadre, il apparait surprendiaune corrélation n’existe entre la force
mesurée et I'état clinique des animaux. Au-dela mém seul animal testé dans cette étude
ayant perdu la locomotion a montré les valeursodeeftétanique les plus élevées du groupe
de chiens GRMD. De la méme facon, la force tétamigjpsolue augmente avec I'age, donc
I'évolution clinique, chez les chiens GRMD, et tade tétanique relative également, mais de
maniére non significative. Ce dernier point a dggdécrit chez le chien GRMD pour la force
de flexion du tarse (Kornegay et al. 1999). Tous éEments indiquent que la force
musculaire (du moins celle générée par les muschesaux de la jambe) n'a pas de réelle
signification clinique. Le méme type d’observatiampu étre fait chez les patients atteints de
DMD, montrant par exemple que la force de la maign@ente au cours des premiéres années
d’évolution clinique (Mattar and Sobreira 2008),isnaussi qu’il n’existe pas de lien entre
force musculaire et perte de la locomotion (Edwatds. 1987). Une amélioration de la force
musculaire, si elle peut sans doute refléter unéliamation des Iésions du groupe musculaire
testé, ne peut en aucun cas étre extrapolée a mgdoetion du phénotype global de
l'individu. Ceci est renforcé par la théorie avamgar JN Kornegagt al., selon laquelle la
préservation de la force musculaire des fléchissdurtarse, en comparaison des extenseurs,
serait responsable de la plantigradie observée adeanimaux. Plus la force de ces muscles
est importante, et plus I'animal serait plantigrade qui constituerait méme une relation
inverse entre force musculaire et atteinte clinjaqugequi n’a pas pu étre démontré ici, malgré

guelques cas évoquant une telle liaison.

A contrarig les parameétres d’évaluation de la relaxationcse averés corrélés a l'atteinte

clinigue motrice, mesurée par le score moteur. éfaut de relaxation post-tétanique, mesure
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par le niveau de contraction résiduelle, augmengmifcativement avec I'age, donc
I'évolution clinique, jusqu’a devenir significatireent augmenté a I'dge de 9 mois. Les
animaux les plus touchés, et notamment I'animalushalans I'étude et ayant perdu la
locomotion, montrent un défaut de relaxation pésirtique, ainsi qu’un ralentissement de
celle-ci. Une moindre relaxation chez les chierssdkis touchés avait été suggérée pour le
muscle long péronier (Kornegay et al. 1994), etiteoici confirmation. Les études menées
chez les patients atteints de DMD et chez la sondsmontrent, pour la plupart, qu’il existe
galement un défaut de relaxation dans ces deuxesg&ordon and Stein 1988, Nicolas-
Metral et al. 2001, Sharma et al. 1995). Toutefoetfe caractéristique n’est pas mise en
évidence dans tous les muscles, et ne sembledma liétat Iésionnel du muscle considéré
(Edwards et al. 1987). Ces résultats pourraiengénay que cette mauvaise relaxation ne
serait pas un critére pertinent, dans la mesuikrmirefleterait pas le processus pathologique
(Edwards et al. 1987). L'étude menée ici montreagucontraire, ce défaut de relaxation,
mesuré sur un groupe musculaire pourtant relatimérpeu touché (Kornegay et al. 1999),

refléte de maniére significative I'atteinte clinggdes chiens GRMD.

Ce phénomene a connu différentes hypotheses etipdisall a notamment été mis en relation
avec la forte proportion de fibres en régénératmyvant se traduire par un comportement
contractile de muscle immature (Edwards et al. 188iarma et al. 1995). La prédominance
de fibres de type | s’installant avec I'évolutioa th maladie a également été avancée pour
expliquer ce retard de relaxation Kornegay, 1992 /d}. Plus probablement, des échanges
ioniques altérés, comme dans beaucoup de myotoaiggnitales qui trouvent leur origine
dans des canalopathies, pourraient étre resposséblerofil pseudomyotonique présent chez
le chien GRMD, depuis les caractéristiques élecpamraphiques, a ce défaut de relaxation.
En patrticulier, une homéostasie calcique perturlbéda persistance d’'une quantité élevée
d’ions C&" dans le cytoplasme en fin de contraction pourtaée & I'origine de ce retard de
relaxation, et de I'existence d’'une contractionideéslle post-tétanique (Gordon and Stein
1988, Nicolas-Metral et al. 2001, Sharma et al.5)9% l'origine de cette quantité d’'ions
Cd" résiduels ne permettant pas une relaxation totaéejvent étre mentionnés une
perméabilité membranaire accrue aprés contrad@ssant entrer des ions Laet/ou une
altération de I'activité des canaux calciques itetalaires (Constantin et al. 2006): un défaut
de recapture par les canaux SERCA du réticulumopismique (Nicolas-Metral et al.
2001), ou encore des fuites de?Ogar les canaux RyR de ce méme réticulum (Belliegei.

2009). Les surcharges cytoplasmiques en calciuimeactles protéases et sont responsables
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de la destruction de la fibre musculaire (Constari al. 2006). Il s’agit de I'un des

mécanismes pathogéniques probables de la déficemdgstrophine.

Chez les chiens GRMD, le défaut de relaxation né&egar la contraction résiduelle post-

tétanique atteint des niveaux élevés pour les anirtes plus touchés. Il est envisageable que
ce niveau de contraction résiduelle traduise uh édteoméostasie ionique particulierement

altéré chez ces animaux plus atteints. En pariculihoméostasie calcique pourrait étre

altérée, et les fibres musculaires plus rapiderdétruites par activation des calpaines. Les
contractures parfois majeures, évocatrices d'urdyne myotonique, observées sur ces
animaux, pourraient également étre une conséquamaee défaut de relaxation. Tous ces
eléments représentent des arguments en faveupdtentiel bénéfice clinique que pourraient

apporter des stratégies thérapeutiques visantuderélgs flux calciques dans ce modele de
DMD, efficacité qui a d'ailleurs déja été démontdans le modele murimdx (Bellinger et

al. 2009).

La potentiation musculaire est également un phénentié a la libération de calcium par le
réticulum sarcoplasmique (Johnson et al. 2005, Ibtedind Griffin 2010). Les modifications
décrites de la potentiation en cas de dystrophithigpaont divergentes. Chez les patients, la
potentiation musculaire post-tétanique est déecatmme étant altérée (Botelho et al. 1960).
Chez la sourisndx elle est tantét décrite comme altérée égalemiotingon et al. 2005),
tantdt comme augmentée (Gordon and Stein 1988). déseription contradictoire existe
également chez le chien GRMD, chez lesquels lanfiat®n serait soit meilleure (Kornegay
et al. 1994), soit moins performante (Kornegay |etl899) que chez les chiens sains. Ici,
seule une modification de la potentiation muscalaif’age de 4 mois a été démontrée. A ce
jeune age, les muscles du chien GRMD montrent e@ngidn de secousse moins augmentée
aprés stimulations répétées que ceux du chien kaiphénomeéne de potentiation faisant
intervenir les flux de calcium, mais aussi une aegration de la sensibilité de I'appareil
contractile au Ca2+, il parait complexe de prédiraéponse obtenue dans un modele a
’lhoméostasie calcique altérée tel que le chien GRMes deux générations de modules ont
permis de déterminer que la potentiation muscutstizé altérée chez les chiens GRMD, mais
uniquement a 4 mois, et sans relation avec le digtteinte clinique. Ce paramétre ne parait

donc que peu pertinent pour I'évaluation fonctidlende ce modeéle.

De la méme facon, la fatigue musculaire s’est avat@gmentée, mais seulement a I'age de 4
mois, pour se normaliser ensuite. Chez les patedtgsts de DMD, est décrite une résistance
a la fatigue (Edwards et al. 1987), ou une fatiguesculaire équivalente a celle des patients
sains, suivant les auteurs (Sharma et al. 1995)ékaut de relaxation décrit ici chez le chien,
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mais également chez les patients, pourrait corriBudiminuer la fatigue (Edwards et al.
1987) : les fibres musculaires présentant dessétesle libération et recapture du calcium
faibles seraient moins sensibles a la fatigue {{Bg et al. 2008). En suivant cette hypothese,
le défaut de relaxation augmentant avec I'age ¢bezxhiens GRMD pourrait expliquer la
diminution concomitante de la fatigue. De plus,pl@dominance des fibres du type |,
augmentant également au cours du temps (Liu eRQf}4, Yuasa et al. 2008), pourrait

expliquer que la fatigue musculaire des animauxrdis

Malgré quelques points critiques (nombre limitéatdens sains, probleme de saturation du
signal a résoudre), cette étude a permis de dégageiques points d'intérét quant a
I'utilisation de la mesure de force musculaire pdéwaluation du chien GRMD. Deux
indices d’évaluation pertinents peuvent étre retefliout d’abord, la force tétanique, critére
d’évaluation central au cours des essais cliniggiedamont, est effondrée chez les chiens
GRMD pour le groupe musculaire testé. Ceci permatd’utilisation de cette variable pour
évaluer un bénéfice local, apporté par une stratémgale ou systémique. Toutefois, son
utilisation dans le cadre d’essais systémiques &toit raisonnée : un résultat obtenu sur ce
groupe musculaire ne peut pas étre, en lui setta@oié a I'individu entier, comme l'a
démontré I'absence de corrélation entre force igt@net atteinte motrice. Le deuxieme
groupe de variables ayant démontré sa pertinenagel’gealuation du chien GRMD, est celui
qui a trait a la relaxation. Corrélé a I'état ajne moteur des animaux, car tres probablement
a l'origine de leurs contractures, et refléetantnigeau de perturbation de I'homéostasie
ionigue dans le tissu musculaire, le défaut dexadlan quantifié par ce groupe de variables
permet d’apporter une information sur les propsé&@ntractiles du groupe musculaire étudié.
Si ces variables sont moins discriminantes quereeftétanique, elles présentent néanmoins
l'intérét, bien qu’évaluées localement, d’avoir wgnification clinique claire, atout évident

lorsqu’il s’agit d'évaluer un modéle pré-cliniqueelt que le chien GRMD.
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II. Evaluation de |la locomotion

A. Introduction

Evaluer la locomotion, chez le patient atteint dMID comme chez le chien GRMD,
représente un enjeu important, tant pour le sdinigquie du patient, que pour son évaluation
dans le cadre d'un essai thérapeutique. La lodomothez 'lhomme comme chez le chien
déficients en dystrophine, est la premiere fonctarchée de maniere évidente (Bushby et al.
2010a, Kornegay et al. 1988b, Valentine et al. 1988 and Kornberg 2008), et son
altération ou son retard de développement représetd plus souvent, chez les enfants, le
motif de consultation au diagnostic (Manzur et28l08). De plus, la perte de la marche est
systématique chez les patients, et survient, stilearétudes, entre 9.3 (Eagle et al. 2002) et
12 ans (Yiu and Kornberg 2008), contraignant I'enfa l'usage permanent du fauteuil
roulant. Cet age de perte de la marche, variablm dhdividu a l'autre, est dailleurs
couramment utilisé comme critere de gravité detdiate, ou pour évaluer l'effet d’'un
traitement. D’autres tests, plus fonctionnels, mle le 2 ou le 6 minutes de marche, ou
encore le 10 metres de marche sont égalementéstitthkez le patient encore ambulatoire
(Mercuri et al. 2008, Mok et al. 2009).

Ainsi, si l'altération de la fonction locomotricéest pas la cause du décés des patients, elle
n’en reste pas moins une fonction emblématiquejdtif phare des stratégies thérapeutiques
mises en place pour DMD étant de retarder, voeitér le passage au fauteuil.

Chez le chien GRMD, lorsque le travail présentéaiadébuté, aucun outil d’analyse de la
locomotion n’avait été publié. La perte de la lootion étant décrite comme inhabituelle
chez le chien GRMD (Valentine et al. 1988), et tlests de 6 minutes et de 10 métres de
marche étant difficilement exécutables car néassia coopération de I'animal, ces criteres
et tests n’ont jamais été envisagés dans ce mddébmoins, disposer d’un outil d’analyse
guantifiée de la locomotion chez le chien GRMD dsstenu indispensable avec I'essor des
stratégies de traitements par voie systémique {&ezk al. 2008, Kornegay et al. 2010,
Sampaolesi et al. 2006), I'atteinte locomotricentétaomme souligné plus haut, le principal
signe clinique de cette maladie, du moins a dedestprécoces (Valentine et al. 1988), et

probablement un reflet global de I'atteinte muskcalatriée squelettique.
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Les différentes méthodes existantes d’analyse dehmaont connu, au cours des vingt
dernieres années, un développement important, mamsé a un besoin d’objectiver et de
guantifier des altérations souvent subtiles deokornotion, chez des patients atteints de
troubles orthopédiques (Andriacchi and Alexande®0@0 de maladies neuromusculaires
(Armand et al. 2005) ou neurodégénératives (Magtuet. 2010, Salarian et al. 2004), mais
également chez le cheval (Barrey 1999) ou le cli&tette and Angle 2008, McLaughlin
2001), dans le cadre de détection de boiteriesigiidt al. 2002, Brebner et al. 2006, Pfau et
al. 2007, Poy et al. 2000), ou d’évaluation de gdagces chirurgicales correctives de troubles
orthopédiques par exemple (Evans et al. 2005)oléks a disposition sont nombreux, mais il
existe deux «gold standards », qui sont la cinguatd’une part, et la cinétique via
plateformes de force d’autre part.

La cinématique consiste a analyser les mouveme&stsegments osseux ou des articulations
produits au cours de la marche. Concretement, @eguaurs sont positionnés sur la peau, en
regard de reliefs osseux d’'intérét, et le patishieasuite filmé, au cours de la marche, par une
ou plusieurs caméras (Barrey 1999, Gillette andl&2§08), McLaughlin 2001). L'image
ainsi obtenue est ensuite analysée dans des lsgigdiés, qui calculent, au cours d’'un cycle
de marche, des distances, des angles, ou desesit@gartir du déplacement, dans un plan ou
dans l'espace, d'un marqueur donné, ou de marquesirans par rapport aux autres. Les
marqueurs utilisés peuvent étre de différents typearqueurs simples non réfléchissants,
offrant un simple contraste de couleur, marqueéfiechissants, émetteurs de rayonnements
infrarouges, ou encore marqueurs avec photodiodetypke LED (Light Emitting Diodes)
incorporées (Gillette and Angle 2008). Les caméuntiisées sont a haute fréquence
d’acquisition, de 60 a 1000 (Armand et al. 2005aan et al. 2008) ou 2000 Hz (Barrey
1999). La plupart des études réalisées sur le obiere cheval emploient une fréquence
d’acquisition comprise entre 60 (Allen et al. 19%ements et al. 2005), Poy et al. 2000) et
200 Hz (Colborne et al. 2006, Leleu et al. 2002anklyse du déplacement des marqueurs en
2 ou, le plus souvent en 3 dimensions, permet diobtes courbes représentant I'évolution
d'un angle articulaire, de la vitesse de déplacéndam site anatomique donné€, ou de la
distance entre deux membres au cours d’'un cychlaatehe (Clements et al. 2005, Poy et al.
2000).

La cinétique consiste a mesurer les forces proslaitecours de la marche. Classiqguement, ce
sont les forces exercées par les membres au sadomiétudiées, grace a l'utilisation de
plateformes de force (Barrey 1999, Gillette and I&rgP08). Les capteurs de ces plateformes

sont composés de cristaux de quartz, dont les igtépr pi€ézoélectriques permettent la
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production d’'un signal électrique dont la tensimt proportionnelle a la déformation du
cristal, donc a la force qui lui est appliquée Igdie and Angle 2008, McLaughlin 2001). Ces
plateformes sont généralement équipées de quapteucs, qui, positionnés a chacun des
coins, permettent de mesurer précisément la fotecée dans les trois axes (vertical, cranio-
caudal et médio-latéral), au cours du temps (Fan@taal. 2006), McLaughlin 2001). Les
données enregistrées par plateformes de force peéte représentées graphiquement par
des courbes de force en fonction du temps (Fanehah 2006), et I'analyse des données
permet I'obtention de valeurs pour des parameégissque force maximale, impulsion (force
produite par unité de temps, calculée par mesurd’ai® sous la courbe), ou pente
d’établissement de la force maximale (Fanchon.e2G6, McLaughlin 2001). Chez le chien,
la majorité des études réalisées en cinétiquecaide sur les forces verticales, et sur le pic
de force et I'impulsion verticales (Evans et al020Gillette and Angle 2008, McLaughlin
2001).

Autour de ces deux gold-standards que sont cinqoetet plateformes de force, d’autres
méthodes de mesure se sont développées, en répoadaines problématiques soulevées par

I'utilisation de ces deux techniques.

Ainsi, des tapis roulants avec capteurs a cristiuxjuartz incorporés (Brebner et al. 2006,
Fanchon et al. 2006), ou encore des « cheminsrde fomesurant plusieurs metres de long
(Lascelles et al. 2006), ont été développés afipalker a la faible distance de marche que
peut enregistrer une plateforme de force, et quiramt l'individu étudié a effectuer de
multiples passages. Si le tapis roulant permet siapdardisation de la vitesse, démontrée
comme ayant un effet majeur sur les forces enrégistau sol, son usage est controverse,
suite aux conclusions de plusieurs études, chemiiide et I'animal, démontrant que celui-ci
modifie la qualité de la marche (Barrey et al. 1®3chner et al. 1994, Gomez Alvarez et al.
2009, Strathy et al. 1983, Watt et al. 2010). Lkengins de force, composés de jauges de
contrainte a haute densité (Gillette and Angle 2008scelles et al. 2006), permettent
'enregistrement de nombreux cycles de marche ssdsgeen un nombre limité de passages.
Ce type de systéme a été utilisé avec succes ebaatnivores domestiques (Lascelles et al.
2006, (Lascelles et al. 2007). Néanmoins, seutefolees verticales sont alors enregistrées.

Dans le domaine de la cinétique, définie par I'gsealdes causes du mouvement, d’autres

systemes ont vu le jour, en réponse a une auttdgonatique, qui est celle de I'accessibilité
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des systemes d’analyse de marche classiques. Istgllations de cinématique et les
plateformes de force sont en effet complexes etaisément transportables. Leur accés est
donc restreint aux laboratoires d’analyse de marcheajui constitue une des causes de leur

sous-utilisation (Simon 2004).

C’est ainsi qu'accéléromeétres et gyroscopes, assomil non, sont apparus comme outils
d’analyse de marche (Kavanagh and Menz 2008, Matyaget al. 2002). Qu’ils soient
piézoélectriques, piézorésistifs, capacitifs ouaagge de contrainte, les accélérometres
délivrent un signal proportionnel aux accélératiersrcées sur eux, qui est enregistré le plus
souvent par une mémoire interne associée, ou fteské avant d’étre analysé (Kavanagh and
Menz 2008). Ces systemes sont miniaturisés, peantditur utilisation hors du cadre d'un
laboratoire d’analyse de marche, et leur faibleoertrement permet de ne pas géner le
patient. Les accéléromeétres peuvent étre utilisgsoahés a un membre, ou a un site
anatomique particulier (Kavanagh and Menz 2008, &daitia et al. 2002), ou étre
positionnés a proximité du centre de gravité (Aaviet al. 2002, Leleu et al. 2002). Dans ce
dernier cas de figure, les accélérations enregistgsént, selon, la seconde loi fondamentale de
la dynamique de Newton, le reflet direct des foregsrcées au sol durant la locomotion.
Ainsi, si trois accéléromeétres sont placés au eemér gravité et orthogonalement les uns par
rapport aux autres, ils permettent une mesureigurtle la locomotion de I'individu porteur
du dispositif. A partir des courbes d’accélératipeuvent étre calculées de nombreuses
variables descriptives, telles que fréquence daleds, puissance, et des variables qualitatives
telles que régularité (également appelée variab#iivant les auteurs) ou symétrie (Dingwell
and Cavanagh 2001, Leleu et al. 2002). Les prems&wat calculées par analyse spectrale, et
plus précisément par transformée rapide de Foleriplus souvent. Les secondes sont issues
de calculs de corrélations visant a étudier latedpkté du signal d'un cycle de marche a
'autre ou d’'un pas a l'autre (Auvinet et al. 2002gtte technique permet donc d’étudier la
dynamiqgue de la marche, et sa qualité.

Parmi tous ces outils disponibles, et alors qu'aecméthode d’évaluation de la locomotion
du chien GRMD n’avait été développée lorsque ceattaa débuté, le choix de I'outil de

mesure a di étre effectué, en suivant plusieuesres.

En premier lieu, le test recherché devait étreigéble chez les chiens GRMD, et donc
notamment tenir compte de leur fatigabilité. Destsded’assez longue durée dans leur

préparation et dans leur exécution, tels que ks e cinématique (Simon 2004), ont donc
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semblé ne pas répondre a cette exigence. Parrgjldans la mesure ou ce test devait pouvoir
étre réalisé chez de trés jeunes animaux en débualdation, au moment de leur inclusion
dans un essai thérapeutiqgue, une méthode néceasitaapprentissage conséquent, tel que,
par exemple, 'utilisation d’un tapis roulant (Faoa et al. 2006), n’était pas souhaitable. De
surcroit, 'usage d’un tapis roulant pour une étddecinématique (Fanchon 2003) avait été
testé sur des chiens GRMD quelques années avatrawal, dans le cadre d'une théese
vétérinaire. L’expérience avait été peu concluamdiaison avec les difficultés rencontrées
pour habituer les chiens au tapis roulant et détenmune vitesse de confort. Cette étude a
également mis en évidence la difficulté de standarda vitesse d’'un individu a l'autre, en
liaison avec I'hétérogénéité de I'atteinte locoroaty qui contraint & choisir une vitesse trés
faible.

Une autre exigence pour ce test était sa simpligténise en ceuvre, et son codt le plus réduit
possible. Ce point du cahier des charges s’ingtrdans un contexte de mise en place de
consortiums, visant a harmoniser les méthodes lliétian chez les patients, comme dans les
modeles animaux, ce, afin de rendre comparablegsedtats obtenus par différentes équipes
(Mercuri et al. 2008). Dans un souci de permettrélisation de cet outil par les différentes

équipes travaillant sur le chien déficient en dysiine, le test se devait d’étre simple, c’est-a-
dire de pouvoir étre mis en ceuvre par une persomme obligatoirement spécialisée en

biomécanique, d’étre le plus rapide possible damsanalyse, de pouvoir étre mis en place
directement dans les unités de recherche, sangatdilement passer par un laboratoire
d’analyse de marche, et enfin d’étre d’'un coltammable afin que ce facteur ne soit pas
limitant pour I'équipement des différents laboredsi Les deux gold-standards que sont

cinématique et cinétique par plateformes de foeceépondent pas a ce critere.

Un dernier point du cahier des charges était leril de transposabilité de I'outil du chien
au patient, et donc potentiellement des résultatenus. De par la position particuliere pré-
clinigue du modele GRMD, I'outil choisi devait éfeeplus clinique possible, transposable au
patient et pourquoi pas déja utilisé chez le patleMD. Seules quelques études sur la
locomotion du patient DMD ont été publiées. Elladisent la cinématique et/ou des
plateformes de force (D'Angelo et al. 2009, Gaudtezt al. 2009, Sutherland et al. 1981).
Néanmoins, ces analyses de marche du patient DEtBnteponctuelles et ces deux outils de
mesure n'ont jamais été proposés comme méthodealdation au cours d'un essai
thérapeutique, sans doute en liaison, comme memdigtus haut, avec la complexité et la

faible accessibilité de ces techniques. Plus réaamnun intérét croissant pour l'utilisation
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de l'accélérométrie chez ces patients est appaan(gt et al. 2008, Jeannet et al. 2010,

Mercuri et al. 2008), orientant le choix vers cettéthode de mesure.

Chez le chien, I'accélérométrie n’a jamais étaa#td dans le cadre d’une analyse de marche,
mais uniguement comme outil d’actimétrie (Hanseal 2007, Yamada and Tokuriki 2000).
Néanmoins, cette technique a été validée chez tie guadrupede, le cheval (Leleu et al.
2002), chez lequel sa répétabilité, sa précisi@egicapacités a détecter des anomalies ont été
démontrées (Biau et al. 2002), Leleu et al. 200Rpz 'Homme, I'accélérométrie a démontré
ses capacités a mettre en évidence des anomabesiqpes de la locomotion chez des
patients agés ou atteints de neuropathies ou daedmalneurodégénératives (lwashita et al.
2003, Maquet et al. 2010, Paquet et al. 2003). judtlyése que cette méthode de mesure
permettrait d’identifier et de quantifier des andis®locomotrices chez le chien GRMD a
donc été formulée. L’étude présentée ici est lanpree publiée sur I'analyse de marche par
accelérométrie chez le chien, et il s’agit égalandenla premiere étude d’analyse de marche
publiée chez le chien GRMD (Barthelemy et al. 2009)

Le développement de I'accélérométrie a été comeluileux grandes phases. Tout d’abord,
une phase de validation de la pertinence de I'qgiir le modéele GRMD. Cette partie du
travail a été effectuée chez des animaux adultesguwement stabilisés, et présentant une
atteinte locomotrice installée. La reproductibilitdéer-opérateur ainsi que la répétabilité des
mesures ont été évaluées. Dans un second tempertiaence des différentes variables
sélectionnées comme pouvant présenter un intétéhgpel a été évaluée, par comparaison
des valeurs obtenues dans la population GRMD &selbtenues dans une population de

chiens sains.

La deuxieme phase de ce travail a consisté enbligs@ment d’une histoire naturelle de
I'accélérométrie chez le chien GRMD en cours d’atioh, de I'dge de deux mois a I'age de
neuf mois. Cette deuxiéme phase avait pour objdetifépondre a plusieurs problématiques.
Tout d’abord celle de vérifier qu’un suivi longiindl de la locomotion par accélérométrie
était possible, et pertinent (c’est-a-dire pernietta détecter une évolution de la locomotion).
En effet, les différentes stratégies thérapeutiqasttes dans ce modeéle le sont a un stade
généralement précoce de la maladie, c’est-a-dine t&s premiers mois (Kerkis et al. 2008,
Kornegay et al. 2010, Sampaolesi et al. 2006). Eaygable de détecter des anomalies de

locomotion a ces stades précoces, de maniéere kerdiltleur évolution de maniére quantifiée
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était donc primordial. Enfin, un dernier objectd dette deuxieme partie de I'étude était tout
simplement de disposer d’'une population témoinritégrace a cet outil, et disponible

comme population de référence pour évaluer desishiaités.

B. Evaluation de la locomotion chez des

animaux adultes cliniquement stables

1) Matériel et Méthode

a) Matériel

L’équipement choisi et utilisé dans cette étudet éta Locometrix 3D ®. Il comportait
notamment l'avantage d’étre commercialisé avecagiciel d’analyse de marche dédie, et

adapté au quadrupéde (Auvinet et al. 2002).

Le Locometrix 3D ®, composé de trois acceéléromédisposés orthogonalement les uns par
rapport aux autres (figure 1), a permis I'enregistent des accélérations dans les axes cranio-
caudal, dorso-ventral et médio-latéral. La plagendsure des accélérometres était de + 2 g,
avec une résolution de 0.001 g. Un enregistreur ddanées intégré, connecté aux
accelérometres, a permis I'enregistrement continwsignal, via 3 voies synchrones, a une
fréequence d’acquisition de 100 Hz. Disposant d'@mugonomie en enregistrement de 11
heures, le systeme Locometrix a permis I'enregistie de plusieurs tests le méme jour sans
contraindre I'opérateur a recharger I'appareil ole alécharger de ses données entre deux

tests.

Les tracés d’accélération collectés et enregisteds I'appareil ont ensuite été transférés via

un port USB et I'interface du logiciel Equimetrix ®

b) Variables calculées

Les différentes variables étudiées ont été calsutins le logiciel Equimetrix ®. Sur les
tracés d’accélérations dorso-ventrales, des ségqaatec 10.24 secondes de locomotion stable
ont été sélectionnées. S’entendent par séquencedoasmotion stable des tracés
correspondant a une méme allure maintenue, horsepldiaccélération et de décélération.

Afin d’optimiser au mieux le choix de ces séquentegsurseur permettant de déterminer le

142



début de I'échantillonnage était déplacé plusidais et la position permettant d’obtenir la
meilleure valeur de régularité, donc de qualiténtlrche (voir infra), a été conservée pour

'analyse.

Les variables choisies ont été les suivantes :

La vitesse (exprimée en m/s)

Celle-ci a été mesurée par chronométrage des chignse zone de 5 metres, délimitée sur
le parcours. Dans la mesure ou cette variableeegluk probablement corrélée a la taille de
'animal, elle a été ici normalisée par la hautaurgarrot, elle-méme définie par la hauteur
(en métres) du chien par rapport au sol, mesurédéestos, en arriere des scapulae. Cette

variable, issue d’une normalisation par la hauegumeétres, est donc exprimée én s

La fréquence des cycles locomoteurs (exprimée en s 1)

Chez les quadrupédes, un cycle de marche compaateegaccélérations dorso-ventrales, en
cas d’allure a quatre temps, telle que le pas,eek daccélérations dorso-ventrales en cas
d’allures a deux temps telles que le trot ou l®@gd&hnnexe 1). Par conséquent, en fonction du
type d’allure employé, la fréequence des cyclegéacalculée comme le quart ou la moitié de
la fréquence fondamentale (correspondant en fatfeéquence d’'un pas), dérivée du signal

d’accélérations dorso-ventrales par une transfommapigle de Fourier. Une vérification de la

valeur calculée par le logiciel, notamment sur alages aux tracés trés modifieés (fusion de
pics d’accélération par exemple) telles que lemdib « en saut de lapin » (bonds) (annexe 1)
a été réalisée par I'opérateur par comptage « nhande nombre de cycles observés sur le

tracé durant les 10.24 secondes.

La longueur de foulée (exprimée en m)

Cette variable correspond a la distance parcowrumars d’un cycle de marche (c’est-a-dire
entre deux appuis successifs d'un méme membred. &lété calculée par le logiciel en
divisant la vitesse par la frequence. De la mémerfajue la vitesse, la longueur des foulées a
été normalisée par la hauteur au garrot, afin dérahchir de différences entre individus
simplement dues a des tailles différentes. Cetteabla, issue d’une normalisation par la

hauteur en metres, est donc sans unité.

La régularité (sans unité)

Il s’agit d’'un score normalisé qui a pour objeckif quantifier la répétabilité des accélérations
dorso-ventrales au cours des cycles successifscdenbtion compris dans I'échantillonnage

de 10.24 secondes. La régularité a été calculédepémgiciel, et par addition de deux
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coefficients de corrélation, nommés C1l et C2, Cprésentant la corrrélation des

accélérations entre chaque cycle locomoteur, etaCrrélation entre accélérations d'un

méme cycle. C1 et C2 ont été obtenus par calculedfanction d’autocorrélation sur le signal

d’accélérations dorso-ventrales. De maniere a abteme échelle de score linéaire, les

coefficients C1 et C2 ont été multipliés par 10Ceetsultat normalisé par une transformée en
Z.

La puissance totale (exprimée en W/kQg)

Dans chacun des 3 axes de mesure des acceélérdigmsissance des accélérations a été
calculée comme lintégrale du spectre de puissasimtenue par transformée rapide de
Fourier, a partir du signal brut d’accélérationa.duissance totale correspond a la somme des

puissances calculées dans les 3 axes.

Puissance relative dans chaque axe (exprimée en %)

Afin de déterminer la contribution de chague axta guissance totale, la puissance des
accélérations dans chaque axe a été rapporté@uisisance totale, permettant d’obtenir la

proportion de puissance cranio-caudale, dorso-alenét médio-latérale.

La force relative (exprimée en N/kg)

Afin de s’affranchir des différences de vitessal'atlure influengcant de maniére certaine la
valeur de la puissance totale, celle-ci (en W/k@gjéarapportée a la vitesse (en m/s), donnant

lieu a une variable en N/kg, qui a été appeléefoetative.

c) Déroulement du test

Au moment du test, et afin d’éviter toute fatiguéglable, le chien a évaluer était porté,
jusqu’au couloir de marche, situé devant le chetimesurant 30 metres de long. Les chiens
sains progressant souvent a une vitesse trop iargerpour permettre un enregistrement aisé
de 10.24 secondes de locomotion stable sur 30 spateecouloir était alors rallongé a 45
metres. Suivant le tempérament de I'animal, ungepphase d’acclimatation au couloir et/ou
au port de I'appareillage a parfois été réalisGdamtuguelques minutes lors du premier test. Le
boitier contenant les accélérometres et la mémaag inséré dans une ceinture élastique.
Cette ceinture était ensuite serrée délicatemeid assez fermement autour du thorax, afin
d’éviter, ou, du moins, limiter, les mouvements loitier au cours du test (figure 1).
L’ensemble, d’'une masse de 156 g (50 g pour ladop{ivoir taille de celui-ci figure 1C) et

106 g pour la ceinture), a permis le maintien dypadsitif a proximité du centre de gravité du
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chien au repos, en regard de I'appendice xiphaidsternum. Une attention particuliere a da
étre portée d'une part a la bonne orientation ditidsopar rapport au chien, afin que
'enregistrement des accélérations ne soit pasrsdyeet d’autre part aux mouvements
eventuels du dispositif durant le test, et pludipalierement aux déplacements latéraux du
boitier. Ceux-ci auraient en effet pu étre respblesad’'une surestimation de la puissance des
accélérations médio-latérales, car I'accéléromgtiteé sur cet axe aurait alors été impacté par
les accélérations générées dans l'axe dorso-veffralexe 1). Ainsi, a la fin de chaque

longueur de couloir, le bon positionnement du bo&ur le sternum était controlé.

Une fois le dispositif en place, I'enregistremetaittdéclenché manuellement, chien debout et
immobile durant quelques secondes. Le test proprend@ pouvait ensuite débuter,
'opérateur encourageant I'animal a avancer a 8e&scsans laisse, a l'allure et la vitesse de
son choix, mais en stimulant par la voix I'animalec pour but de faire atteindre au chien le
maximum de ses capacités. L'opérateur était engehde chronométrer I'animal & chaque
passage exploitable (allure stabilisée, sans até&)r une zone de 5 meétres délimitée par des

marques au sol.

Hormis pour I'étude de reproductibilité, tous lests ont été réalisés par le méme opérateur.
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Figure 1 : Accélérométrie - positionnement du dispositif sur I'animal et
axes de mesure des accélérations (A, B), taille du boitier en comparaison

de I'extrémité distale du membre antérieur d’un chien adulte (C).

A B

A : Chien vu de face ; les fléches noires schématisent I’'axe dorso-ventral, et les fleches
gris clair I'axe médio-latéral. B : Chien vu de profil, portant la ceinture dans laquelle est
inséré le boitier de mesure, placé en regard de I'appendice xiphoide du sternum ; les
fleches noires schématisent I'axe dorso-ventral, et les fleches gris foncé I'axe cranio-
caudal. C : boitier contenant les trois accélérométres et I’'enregistreur de données, en
comparaison de l'extrémité distale d’un antérieur de chien adulte. Noter la petite taille de

l'appareil.

d) Méthode

Evaluation de la répétabilité de la méthode de mesu re

Animaux

L’étude de répétabilité a été conduite sur 19 chdultes cliniquement stabilisés, dont huit
chiens golden retriever males sains (age moyen3 2wis, écart-type : 25.3 mois) et onze
chiens GRMD (age moyen : 21.6 mois, écart-type.8 hiois) (Tableau 1). Parmi les chiens
sains, 5 étaient issus de la colonie GRMD, et @@étales chiens en cours d’éducation par des
étudiants vétérinaires volontaires auprés de l@aton Handi’chien, qui éduque des chiens

guides pour personnes en fauteuil roulant. Parsnb lehiens issus de la colonie GRMD, seuls
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4 étaient hébergés au chenil, le cinquieme (Spiemajt été adopté, et revenait avec son

propriétaire pour les tests d’accélérométrie.

Tableau 1 : Accélérométrie - Animaux inclus dans |I'étude de répétabilité

Nom | Statut (origine) Age adf"test (mois)| Intervalle entre ¥ et 3™test (jours)
Cbof Sain (colonie GRMD] 12.3 9
Ckan Sain (colonie GRMD) 12.4 8
Cayak | Sain (Handi'chien) 10.6 53
Caid Sain (Handi'chien) 15.7 55
Chips | Sain (Handi'chien) 15.1 34
Spirou | Sain (colonie GRMD) 86.3 20
Cliff Sain (colonie GRMD)| 21.0 3
Crock | Sain (colonie GRMD) 21.5 2
Cki GRMD 12.1 2
Cbidon | GRMD 9.8 2
Cballot | GRMD 12.5 2
Clown | GRMD 11.6 38
Clovis | GRMD 12.9 7
Cobra | GRMD 15.9 3
Charlot| GRMD 13.9 53
Charly | GRMD 12.6 3
Ajax | GRMD 34.2 3
Athos | GRMD 34.1 3
T-Fal GRMD 68.5 3

Déroulement de I'étude

Chacun des 19 chiens a subi un test d’accéléramétois fois a quelques jours d’intervalle
(voir tableau 1), et par le méme opérateur. Lets teat été conduits conformément a la
procédure énoncée précédemment. Tous les animelus ians I'étude avaient déja subi des

tests d’'accélérométrie auparavant, et pouvaient dire considérés comme des animaux

147



« habitués » a ce test, ce qui perme#aitiori d’éviter, ou du moins d’atténuer, un éventuel

effet apprentissage ou habituation.

Analyse des données

Pour chacun des tests, toutes les séquences appdgitont été analysées dans le logiciel
Equimetrix, et les données suivantes ont été retepaur I'analyse statistique : vitesse (m/s),
fréquence des foulées (/s), longueur des foulé@s r@gularité, puissance totale (W/kg),

puissances relatives dans chacun des trois axe$afdg (N/kg).

Pour chaque test, les valeurs obtenues au coutsweséquences différentes d’'un méme test
ont été conservees, afin de déterminer s’il existaieffet intra-jour. Lorsque plus de deux
séquences étaient exploitables au cours du ménbe ulestirage au sort a été effectué

permettant de sélectionner deux d’entre elles.

Analyse statistique

Une ANOVA a mesures répétées a deux facteurs {iatranter-jour) a été effectuée dans le
logiciel Statistica 9 afin de déterminer la répéitbde la méthode. Le seuil de significativité

a été fixé a p = 0.05.

Evaluation de la reproductibilité inter-opérateurs de la
méthode
Animaux

L’étude de reproductibilité inter-opérateur a éé@duite sur huit chiens adultes cliniquement
stabilisés, dont quatre chiens golden retrieverssaisus de la colonie GRMD et hébergés au
chenil, deux chiens GRMD et deux chiens LRMD (LaoraRetriever Muscular Dystrophy)
(Tableau 2). Tous les chiens avaient déja effedtisdests auparavant.
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Tableau 2 : Accélérométrie — Animaux inclus dans |I’étude de

reproductibilité inter-opérateurs.

Nom Statut Age au‘ltest (mois) Intervalle entréet 3™ test (jours)
Dclack Sain 18.3 4

Crock Sain 32.0 4

Dzastre Sain 10.4 4

Dzer Sain 10.4 4

Ajax GRMD 50.8 2

Athos GRMD 50.7 2

Alcaline LRMD 52.5 2

Desmet LRMD 17.8 2

Déroulement de I'étude

bY

Les chiens ont été examinés par trois opératedfératits, trois fois a quelques jours
d’intervalle. L’étude a été réalisée en deux tempse premiere session de tests sur chiens
dystrophiques, et une seconde sur chiens saingu@bales sessions était composée de trois
jours de tests, en une courte période de tempdegdal2). Au cours de chaque jour de test,
chaque opérateur a da réaliser le test d’accélérmrsir chacun des chiens. Afin de limiter
linfluence de la fatigue sur les performances 'deiinal, les trois opérateurs ont effectué
leurs tests a des créneaux horaires espacés d’ens oheux heures. De plus, et malgré ces
précautions, afin que I'effet opérateur ne soit p@sfondu avec un effet fatigue ou heure de
passage dans la journée, I'ordre d’interventiondiférents opérateurs a été modifié chaque
jour.

Parmi les trois opérateurs, se trouvaient un opérasemi-expérimenté (opérateur 1), un
opérateur novice (opérateur 2) et un opérateur rarpaté (opérateur 3). Une formation

préalable avait été dispensée par I'opérateur arpété aux deux autres intervenants.

Analyse des données

Pour chacun des tests, toutes les séquences akjdsitont été analysées dans le logiciel
Equimetrix ®, et les données suivantes ont éténoete pour I'analyse statistique : vitesse
(m/s), fréquence des foulées (/s), longueur desedsu(m), régularité, puissance totale

(W/kg), puissances relatives dans chacun desdras (%), force (N/kg).
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Analyse statistique

Une ANOVA a mesures répétées avec un effet opérateun effet jour a été effectuée dans
le logiciel Statistica 9, afin de déterminer I'dffepérateur, et la répétabilité de chaque

opérateur. Le seuil de significativité a été fixg a 0.05.

Evaluation de la pertinence des différentes variabl es pour la

caractérisation de la locomotion du chien GRMD

Animaux

L'étude d’évaluation de la pertinence des difféesntariables dans le modéle GRMD a été
conduite sur 29 chiens adultes cliniquement sta#slidont onze chiens golden retriever sains,
d’'un adge moyen de 21,3 mois (écart-type : 21,9 h&tid8 chiens GRMD d’'un age moyen de
17,8 mois (écart-type : 14,5 mois) (Tableau 3). tliens GRMD montraient une importante
hétérogénéité clinique sur le plan locomoteur, cempeuvent en témoigner leurs scores
clinigues moteurs, compris entre 27.3 % pour upBrchiés peu touché (T-Fal) et 86.3 %, pour

un chien présentant une atteinte motrice importg@ibariot) (Tableau 3).

Afin de déterminer dans quelle mesure les caratiguies de marche dégagées chez le chien
GRMD sont spécifiques de cette myopathie chez ienct® chiens labradors adultes atteints
de myopathie centronucléaire (CNM) ont égalemeht das tests d’accélérométrie (Tableau
4). Cette myopathie entraine sur le plan clinigoe taiblesse musculaire et une hypotonie,
avec une altération de la locomotion plus disogéte chez le chien GRMD.

Parmi tous ces animaux, 8 des 11 chiens sainsgdd8 chiens GRMD et 5 des 9 chiens
CNM avaient subi des tests au préalable, dansdeeade suivis longitudinaux durant leurs

premiers mois de vie.
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Tableau 3 : Accélérométrie — Animaux inclus dans I'étude d’évaluation de

la pertinence des différentes variables pour la caractérisation locomotrice

du chien GRMD

Nom Symbole | Statut (origine) Age Poids | Hauteur au| Score
(graphes) (mois) (kg) garrot (m) moteur (%
Chof X Sain (colonie GRMD) 12.3 30.9 0.60 -
Ckan * Sain (colonie GRMD) 12.4 31.7 0.61 -
Cayak - Sain (Handi'chien) 10.6 30.5 0.61 -
Caid X Sain (Handi'chien) 15.7 33.6 0.63 -
Chips o Sain (Handi'chien) 15.1 28.7 0.56 -
Spirou u] Sain (colonie GRMD, adoption) 86.3 23.7 0.54 -
Cliff ) Sain (colonie GRMD) 21.0 27.2 0.58 -
Crock - Sain (colonie GRMD) 21.5 27.4 0.61 -
Dzastre o) Sain (colonie GRMD) 10.4 24.1 0.62 -
Dzer A Sain (colonie GRMD) 10.4 22.0 0.56 -
Dclack u Sain (colonie GRMD) 18.3 26.9 0.62 -
Cki Y GRMD 12.1 14.7 0.52 43.2
Cbidon GRMD 9.8 20.1 0.59 455
Chballot A GRMD 12.5 16.2 0.55 52.3
Clown TS GRMD 11.6 19.4 0.52 545
Clovis GRMD 12.9 22.3 0.54 455
Cobra GRMD 15.9 224 0.60 38.6
Charlot GRMD 13.9 143 | 0.45 86.3
Charly - GRMD 12.6 17.4 0.49 70.4
Ajax GRMD 34.2 245 0.56 36.4
Athos * GRMD 34.1 21.4 0.46 59.1
T-Fal GRMD 68.5 24.4 0.50 27.3
Ebam - GRMD 11.2 24.4 0.62 40.9
Eboum GRMD 11.2 16.8 0.54 43.2
Dlice + GRMD 10.2 184 | 0.50 52.3
Dluge GRMD 13.6 16.5 0.52 56.8
Dk o GRMD 13.9 18.4 0.51 59.1
Eaudvy - GRMD 11.7 23.5 0.54 47.7
Dbrouile | ™ GRMD 11.4 27.2 | 0.64 31.8
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Tableau 4 : Accélérométrie - Chiens adultes atteints de myopathie

centronucléaire

Nom Age (mois) Sexe Poids (kg) Hauteur au garrot
(m)
Elvis 12.1 Male 21.1 0.53
Elton 121 Male 24.0 0.58
Elios 121 Male 19.2 0.56
Elnett 121 Femelle 18.6 0.52
Elisa 121 Femelle 19.9 0.52
Tex 81.5 Male 26.5 0.54
Teddy 81.5 Male 31.6 0.57
Team 81.5 Méale 29.0 0.57
Sprag 96.8 Male 26.0 0.55

Déroulement de I'étude

Les 29 chiens ont effectué au moins un test d’accélétrie. Les animaux également inclus
dans I'étude de répétabilité ont été testés 3(fas plus haut). Les autres chiens ont subi au
moins un test. Les tests ont été effectués en sulagprocédure énoncée plus haut. Tous les

tests ont été réalisés par le méme opérateur.
Analyse des données

Toutes les séquences exploitables ont été analpsée$es données obtenues moyennées, de
maniére a obtenir une valeur moyenne par chiearmretariable. Les variables étudiées ont été

les suivantes : vitesse/hauteur au garrot (/susdéce des cycles (/s), longueur des foulées
/hauteur au garrot, régularité, puissance total&kg)y puissances relatives dans chacun des

trois axes (%), force (N/kg).

Analyse statistique

Une ANOVA a un facteur (statut: sains versus GRMD}té effectuée dans le logiciel
Statistica 9, afin de déterminer quelles varialppesivaient présenter un intérét dans la
caractérisation de la locomotion et la quantifimatdu déficit locomoteur chez GRMD, c’est-
a-dire quelles variables présentaient des valeifférehtes de celles rencontrées dans la

population normale.
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Un coefficient de corrélation de Pearson a étéutalafin de déterminer si les variables

calculées étaient corrélées au score clinique moteu

Des coefficients de variation, pour chaque variablehacun des groupes ont été calculés, en
normalisant I'écart-type par la moyenne, de manirétudier I'aptitude des différentes
variables a décrire la dispersion de la populatitest-a-dire son hétérogénéite).

Une Analyse en Composantes Principale (ACP), méthibanalyse multivariée, a enfin été
réalisée, afin de déterminer si les variables agiissaient, et si oui, de quelle maniére. Elle a
egalement été effectuée afin d’étudier de quell@iena les individus se projetaient sur le
plan I’ACP, et d’évaluer la capacité des différentariables a séparer les individus GRMD
des individus sains. Sept variables ont été ugiiggour la réalisation de cette ACP et sont les
suivantes : la fréquence des cycles, la longuesifaldées/hauteur au garrot, la régularité, la
puissance totale, et les 3 puissances relativevitease, corrélée de maniere évidente a la
fréequence et a la longueur des foulées, de mémdadgioece, corrélée a la puissance totale,

n’ont pas été incluses.

De maniere a disposer d’'un index permettant dersis individus les uns par rapport aux
autres, suivant les valeurs obtenues pour chacasevariables, la distance euclidienne au
centre de gravité des individus sains a été cadcplgur chaque chien. Cette distance a,
comme les variables brutes, fait I'objet d'une AN®¥ un facteur afin de déterminer si elle

permet de différencier les chiens GRMD des chiansss

Le seuil de significativité a été fixé a p = 0.01.

2) Résultats

a) Répétabilité de la méthode de mesure

Pour aucune des variables étudiées n’a été idet#ifet intra- ou inter-jour significatif (p >
0.05), et ce quel que soit le type d’animaux car®idGRMD ou sains). Ce résultat démontre
gue les mesures effectuées par cette méthode &udiables, chez des chiens sains comme
chez des chiens GRMD.

b) Reproductibilité inter-opérateur de la méthode d e

mesure
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L’ensemble des tests prévus ont pu étre réalississ Tes tracés obtenus ont pu étre analyseés,
c’est-a-dire que chaque opérateur a été en me&btedir de la part de chacun des 8 chiens
au moins une séquence de 10 secondes de loconstaibilisée, a et ce a chacun des trois
tests effectués. Néanmoins, des tracés évoqudatrfent une rotation de la ceinture au cours
du test ont été obtenus par les opérateurs 1 @b, trois tests sur chiens sains. En ce qui
concerne l'opérateur 1, les tracés en question ezonEnt des tests de Dclack, Dzer et
Dzastre ; pour 'opérateur 2, ces trois tracés eoraient deux tests de Dclack, et un test de

Dzer.

L’'analyse statistique a tout d’abord confirmé lessultats obtenus dans I'étude de
répétabilité : pour chacune des variables etudaesn effet jour n’a été identifié (p > 0.05).
Chaque opérateur a donc obtenu des mesures congsadain jour a I'autre, ce qui démontre

une nouvelle fois la répétabilité de la méthodengsure, pour un opérateur donné.

Cependant, un effet opérateur significatif (p <5).8 été révélé par I'analyse de variance,
pour plus de la moitié des variables étudiées,vaisala vitesse, la fréquence des cycles
(FC), la longueur des foulées (LF), la régularig], et la puissance totale (PT). La force,
calculée en normalisant la puissance totale paftésse, deux variables significativement
impactées par le changement d’opérateur, ne sabjtquant a elle, I'effet de ce changement.
Les variations de puissance totale sont donc ptebemt essentiellement dues a des
modifications de la vitesse choisie par le chierfarction de I'opérateur, et ces variations

sont donc lissées par la normalisation.

Le détail de l'analyse de variance montre que defipérateur identifié pour les variables

précédemment énumérées est essentiellement dlaaakions entre opérateurs sur les tests
réalisés sur les chiens sains. Les cinq varialbasidérées sont significativement impactées
par I'opérateur chez les chiens sains, tandis quasule d’entre elles, la fréquence des cycles,
est modifiée par le changement d’opérateur chezHemns dystrophiques. La force est, chez

les chiens dystrophiques, significativement modifp@r I'opérateur.

Les résultats détaillés de I'analyse de varianoeeaures répétées utilisée ici sont présentés

dans le tableau 5.
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Tableau 5 : Accélérométrie - résultats de I’'étude de reproductibilité inter-

opérateurs.
Vitesse | FC LF Rég | PT pOV/PT PCCHT PMUAT Forck

Effet p= p= p= p= p= p= p= p= p=

e - _ - _ - - _ - _
Zgi:’)‘ ®U 1 0.0034 | 0.0047 | 0.0515 | 0.0282 | 0.0131| 0.7956 | 0.2177 | 0.7921 | 0.1578
Effet _ _ _ _ _ _ _ _ _
opérateur p= p= p= p= p= p= p= p= p=
o) 0.0018 | 0.0051 | 0.0107 | 0.0003 | 0.0164 | 0.2830 | 0.2783 | 0.6881 | 0.2122
Effet _ _ _ _ _ _ _ _ _
opérateur p= p= p= p= p= p= p= p= p=
syt 0.0846 | 0.0337 | 0.2697 | 0.3032 | 0.0658 | 0.8296 | 0.0808 | 0.9479 | 0.0210

La premiére ligne du tableau contient les effets opérateurs calculés sur I'ensemble des
chiens. La deuxiéme et la troisieme ligne contiennent respectivement les effets

opérateurs calculés dans les populations saine et GRMD.

Abréviations utilisées : FC : fréquence des cycles ; LF : longueur des foulées ; Rég :
régularité ; PT : puissance totale ; PDV/PT : puissance dorso-ventrale/puissance totale ;
PCC/PT : puissance cranio-caudale/puissance totale ; PML/PT : puissance médio-

latérale/puissance totale.

La figure 2 contient des graphes illustrant lesultéss obtenus pour chacune des variables
étudiées, par les trois opérateurs, et sur leschighs examinés. Pour davantage de lisibilité,
et étant donné que la répétabilité intra-opérateaté démontrée, la moyenne des trois tests
effectués par chaque opérateur et pour chaque ahééd utilisée pour réaliser ces graphes. I
apparait, a la lecture de ces graphes, que laseitatslisée par les chiens est plus élevée en
présence de I'opérateur 3 (moyenne sains : 2.5%acafs-type : 0.15 m/s ; moyenne GRMD :
0.94 m/s, écart-type : 0.14 m/s) qu'en présencéopérateur 1 (moyenne sains : 2.48 m/s
écart-type : 0.23 m/s ; moyenne GRMD : 0.78 m/sirtéype : 0.06 m/s), avec lequel les
chiens sont plus rapides qu’avec l'opérateur 2 @nag sains : 2.12 m/s écart-type : 0.10
m/s; moyenne GRMD: 0.77 m/s, écart-type: 0.0%5)mLes variations de vitesse
s’expliquent essentiellement par une modificatiamglle méme sens de la fréquence des
cycles locomoteurs, et dans une moindre mesura mgueur des foulées. Parallélement, et
en conséquence de ces variations de vitesse, $agnae totale calculée est également plus
importante a lissue des tests réalisés par I'dpé@ra3 (moyenne sains : 106.8 W/kg écart-
type : 16.5 W/kg ; moyenne GRMD : 22.1 W/kg, édgpe : 5.0 W/kg), qu’a l'issue de ceux
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réalisés par I'opérateur 1 (moyenne sains : 106/BgVécart-type : 12.8 W/kg ; moyenne
GRMD : 15.0 W/kg, écart-type : 3.7 W/kg), et suttpar 'opérateur 2 (moyenne sains : 89.1
W/kg écart-type : 6.8 W/kg ; moyenne GRMD : 13.8k@//écart-type : 5.8 W/kg). En bref,
les chiens présentent une locomotion plus rapiée dupérateur expérimenté, moins rapide
avec l'opérateur semi-expérimenté et encore moapsde avec I'opérateur novice, et les
autres variables participant a la vitesse suivgateinent ce schéma. L’index de régularité est
par ailleurs également supérieur pour les séquermeggistrées par l'opérateur 3
(moyenne sains : 333.4 écart-type : 22.2 ; moyeBRMD : 227.3, écart-type : 48.0), que
pour celles enregistrées par I'opérateur 1 (moyeaines : 298.2 écart-type : 16.6 ; moyenne
GRMD : 196.8, écart-type : 78.5), elles-mémes caatplas a celles obtenues par I'opérateur
2 (moyenne sains : 299.0 écart-type : 37.5 ; mog&RMD : 186.2 écart-type : 62.2).

Comme démontré par les résultats de I'analysesstate, ces modifications en fonction de
'opérateur sont essentiellement présentes dargrdepe de chiens sains. Néanmoins, le
méme type de profil opérateur-dépendant est obs#e les chiens GRMD, certes dans une
moindre mesure.

Enfin, si I'existence d’'un effet opérateur est in@dble, les animaux n’en restent pas moins

classés les uns par rapport aux autres de maniase €quivalentes par les trois opérateurs.

Figure 2 : Accélérométrie — Reproductibilité inter-opérateur. Graphes
montrant les valeurs moyennes des variables sur les trois tests, obtenues

pour chague chien, opérateur par opérateur (voir page suivante).
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Abréviations utilisées : DVP/TP : puissance dorso-ventrale/puissance totale ; CCP/TP :
puissance cranio-caudale/puissance totale ; MLP/TP : puissance médio-latérale/puissance
totale.

c) Evaluation de la pertinence des différentes
variables pour la caractérisation de la locomotion du
chien GRMD

Tous les animaux prévus pour les tests ont puédMatués, et des séquences de locomotion
exploitables ont été obtenues pour tous. Paradmeslt il a fréquemment été plus difficile

d’obtenir des séquences de locomotion stabilisée t&s chiens sains, plus dissipés que les
chiens malades. Aucun des chiens examinés n'asairbd’'une phase d’apprentissage (port
de la ceinture, marche dans un couloir) excédaslgges minutes d’acclimatation, méme des

chiens n’ayant jamais subi d’enregistrement auarav

L’allure préférentiellement et systématiquementisiegpar les chiens sains, ainsi que par les
chiens atteints de myopathie centronucléaire etibte Les chiens GRMD quant a eux ont
employé deux allures différentes : le trot pourdaesmaux les moins touchés, ou le pas pour

les animaux plus atteints.

Résultats de I'analyse de variance : étude de l'eff et groupe
(Sain vs GRMD)

L’analyse de variance visant a explorer I'effetugre, donc les différences éventuelles entre
chiens sains et chiens GRMD, a démontré que tdesegariables étudiées, a I'exception des
puissances dorso-ventrale et cranio-caudale reagont tres significativement (p < 0.0001)

différentes chez le chien GRMD en comparaison ¢gfaulation normale.

Les résultats détaillés de cette analyse statestignt donnés dans le tableau 6.
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Tableau 6 : Accélérométrie - pertinence des différentes variables pour la

caractérisation de la locomotion du chien GRMD : résultats de I'analyse de

variance (effet groupe sain vs GRMD)

Vitesse/HG| FC LF/HG | Reg PT PDV/PT | PCC/PT | PML/PT | Force
(sh (sh (Wikg) | (%) (%) (%) (N/kg)
Valeur
de p <0.0001 | <0.0001| <0.0001| <0.0001| <0.0001| 0.0773 0.0437 | <0.0001 | <0.0001
?ﬁ:(')l}; 4.07 2.15 1.90 330.6 98.7 47.5 43.1 9.5 40.6
(056) | (0.14) | (0.16) | (27.5) | (22.2) | (6.3) (7.4) 26 | (5.1
0,
;\li’n(s/") 137% | 65% | 84% | 83% | 225% | 133% | 17.2% | 27.4% | 12.6 %
?ﬁ:(')l}; 1.38 1.57 0.86 218.7 15.9 38.0 33.2 28.7 20.6
056) | (0.19) | ©.27) | (75.9 | (90) | @61 | 41 | @29 | 6.2
0,
g\él\(/l/é))) 406% | 121% | 31.4% | 34.7% | 56.6% | 42.4% | 425% | 449% | 30.1%

Les niveaux de significativité < 0.01 figurent en gras.

Abréviations utilisées : Moy : moyenne ; ET : écart-type ; CV : coefficient de variation ;

Vitesse/HG : vitesse normalisée par la hauteur au garrot ; FC : fréquence des cycles ;

LF/HG : longueur des foulées normalisée par la hauteur au garrot ; Reg : régularité ; PT :

puissance totale ; PDV/PT : puissance dorso-ventrale normalisée par la puissance totale ;

PCC/PT : puissance cranio-caudale normalisée par la puissance totale ; PML/PT :

puissance médio-latérale normalisée par la puissance totale.
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La vitesse, normalisée par la hauteur au garrot (elle-méme
significativement (p = 0.0017) diminuée chez lesesh GRMD) afin de prendre en
considération les variations de taille qui poumaiétre a I'origine de différences de vitesse
brute, est tres significativement (p < 0.0001) dinge chez les chiens GRMD (moyenne :
1.38 &', écart-type : 0.569, par rapport aux chiens sains (moyenne : 4)Bcart-type 0.56
s%). Le graphe de la figure 3 montre les valeurs rs pour les individus sains en
comparaison des individus GRMD. Les deux populatiapparaissent bien distinguées par
cette variable, sans zone de superposition, mémme chhien GRMD, T-Fal, se rapproche tres
distinctement de la population de chiens sainslab@éme maniere, chez les chiens sains,
trois animaux, Caid, Chips et Spirou, se distingjlégerement du reste du groupe avec des
valeurs assez faibles. Enfin, la dispersion deofaufation GRMD, évaluée par un coefficient
de variation a 40.6 %, est supérieure a celle obsalans la population saine, mesurée par la

méme méthode a 13.7 %.

Figure 3 : Accélérométrie - pertinence des différentes variables pour la
caractérisation de la locomotion du chien GRMD : valeurs de vitesse
normalisée par la hauteur au garrot, obtenues pour les individus sains en

comparaison des individus GRMD.
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Les symboles de couleur représentent chacun un individu GRMD, et les symboles noirs

chacun un individu sain. Ils sont consignés dans le tableau 3.
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La fréquence des cycles locomoteurs est également trés significativement (p <
0.0001) diminuée chez les chiens GRMD (moyenn&7 k-1, écart-type : 0.19 s-1), par
rapport aux chiens sains (moyenne : 2.15 s-1,-égaet: 0.14 s-1). Le graphe de la figure 4
montre les valeurs obtenues pour les individusssamcomparaison des individus GRMD. Il
apparait qu’'une zone de superposition existe pette cvariable, et que ceci est lié a la
position du chien GRMD T-Fal, dont la fréquencecygele est supérieure a celle du chien sain
Chips. Le coefficient de variation dans la popolatGRMD, calculé a 12.1 %, témoigne

d’une dispersion plus importante que dans la pdulsaine (6.5 %).

Figure 4 : Accélérométrie - pertinence des différentes variables pour la
caractérisation de la locomotion du chien GRMD : valeurs de fréquence de
cycle locomoteur, obtenues pour les individus sains en comparaison des
individus GRMD.
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Les symboles de couleur représentent chacun un individu GRMD, et les symboles noirs

chacun un individu sain. Ils sont consignés dans le tableau 3.

161



La longueur des foulées, normalisée par la hauteur au garrot , est elle
aussi trés significativement diminuée (p < 0.00€ti¢z les chiens GRMD (moyenne : 0.86,
écart-type : 0.27) en comparaison des chiens gaiyenne : 1.90, écart-type : 0.16). Le
graphe de la figure 5 montre les valeurs obtenoes les individus sains en comparaison des
individus GRMD. Aucune zone de superposition ntsistatée pour cette variable, méme si
le chien T-Fal apparait une fois encore comme algantleur la plus proche de celles des
chiens sains. La dispersion, mesurée par le cafficle variation, est assez faible pour la
population normale (8.4 %), et nettement plus irtgode (31.4 %) pour la population GRMD.

Figure 5 : Accélérométrie - pertinence des différentes variables pour la
caractérisation de la locomotion du chien GRMD : valeurs de longueur de
foulée, normalisée par la hauteur au garrot, obtenues pour les individus

sains en comparaison des individus GRMD.
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Les symboles de couleur représentent chacun un individu GRMD, et les symboles noirs

chacun un individu sain. Ils sont consignés dans le tableau 3.
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La régularité , index quantifiant la répétabilité des cycles Imoteurs, est tres
significativement (p < 0.0001) diminuée chez lesesh GRMD (moyenne : 218.7, écart-
type : 75.9), en comparaison des chiens sains (nmeye330.6, écart-type : 27.5). Le graphe
de la figure 6 montre les valeurs obtenues pourirds/idus sains, en comparaison des
individus GRMD. Il apparait qu'une zone de supeitpms entre les deux populations existe.
En effet, les chiens GRMD Cki, T-Fal et Ebam orntieoln des valeurs de régularité comprises
dans lintervalle de valeurs défini par les chiesagns. Les 15 chiens GRMD restants ont
guant a eux des valeurs inférieures, voire tresdsapour certains animaux. Le coefficient de
variation de la population GRMD est, pour cettagalde encore, plus important (34.7 %) que

celui de la population normale (8.3 %).

Figure 6 : Accélérométrie - pertinence des différentes variables pour la
caractérisation de la locomotion du chien GRMD : valeurs de régularité

obtenues pour les individus sains, en comparaison des individus GRMD.
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Les symboles de couleur représentent chacun un individu GRMD, et les symboles noirs

chacun un individu sain. Ils sont consignés dans le tableau 3.
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La puissance totale est trés significativement diminuée (p < 0.0004¢z les chiens
GRMD (moyenne : 15.9 W/kg, écart-type : 9.0 W/kgh comparaison des chiens sains
(moyenne : 98.7 W/kg, écart-type : 22.2 W/kg). aphe de la figure 7 montre les valeurs
obtenues pour les individus sains, en comparaigsnirtdividus GRMD. Il apparait que la
puissance totale est une variable qui distingue l@e deux populations, puisqu’aucune zone
de superposition n'est présente. Les valeurs obtenhbez les chiens sains apparaissent tres
variables d’un individu a l'autre, de 63.3 W/kg pdhips, a 129.9 W/kg pour Ckan, avec un
ecart-type de 22.2 W/kg, nettement supérieur attéype calculé dans la population GRMD
(9.0 W/kg). Cependant, les valeurs de puissanegetobtenues chez les chiens GRMD étant
treés faibles en comparaison de celles obtenueslebazhiens sains, la valeur de I'écart-type
comme le graphe donnent une impression relativenddgenéité du groupe GRMD sur cette
variable. Comme le démontre le coefficient de \emm il n'en est rien, puisque celui-ci

atteint 56.6 % chez les chiens GRMD, alors qu’ikigeve qu'a 22.5 % chez les chiens sains.

Figure 7 : Accélérométrie - pertinence des différentes variables pour la
caractérisation de la locomotion du chien GRMD : valeurs de puissance

totale obtenues pour les individus sains, en comparaison des individus
GRMD.
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Les symboles de couleur représentent chacun un individu GRMD, et les symboles noirs

chacun un individu sain. Ils sont consignés dans le tableau 3
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La puissance dorso-ventrale normalisée par la puiss ance totale n’'est

pas significativement (p = 0.0773) modifiée cheg thiens GRMD (moyenne : 38.0 %,
écart-type : 16.1 %), en comparaison des chiems gaioyenne : 47.5 %, écart-type : 6.3 %).
Le graphe de la figure 8 montre les valeurs obtemoelr les individus sains, en comparaison
des individus GRMD. Il apparait qu'un chien GRMDk{Ca une valeur de puissance dorso-
ventrale relative supérieure a celles obtenues lesezhiens sains. Sept autres chiens GRMD
ont des valeurs comprises dans lintervalle deesabbtenues chez les chiens sains, et les 10
autres des valeurs inférieures. Cette hétérogéeaigtant dans la population GRMD est
egalement illustrée par le coefficient de variatoqpn s’éleve a 42.4 %, alors qu'’il n'atteint

gue 13.3 % chez les chiens sains.

Figure 8 : Accélérométrie - pertinence des différentes variables pour la
caractérisation de la locomotion du chien GRMD : valeurs de puissance
dorso-ventrale relative obtenues pour les individus sains, en comparaison
des individus GRMD.
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Les symboles de couleur représentent chacun un individu GRMD, et les symboles noirs

chacun un individu sain. Ils sont consignés dans le tableau 3
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La puissance cranio-caudale normalisée par la puiss ance totale n’'est
pas significativement modifiée (p = 0.0437) chezdeiens GRMD (moyenne : 33.2 %, écart-
type : 14.1 %) en comparaison des chiens sains gnmzy: 43.1 %, écart-type : 7.4 %).
Néanmoins, une tendance a la diminution de ceti@hla est constatée, comme lillustre la
figure 9. A sa lecture, il apparait qu'une zonesdeerposition importante existe entre les
deux populations, comme c’est également le cas [@oyuissance dorso-ventrale relative
(figure 8). Il est cependant intéressant de noté tiexception des chiens GRMD T-fal, qui
se positionne dans les valeurs des chiens saimcpsweux variables, et Cki, qui montre une
puissance dorso-ventrale augmentée et une puissaacé-caudale trés diminuée, les
animaux GRMD superposés au groupe de chiens sams lp puissance dorso-ventrale
relative, ont des valeurs de puissance cranio-dauetative diminuées, et vice versa. Les
valeurs obtenues pour les chiens sains sont aissiaires a celles obtenues dans I'axe dorso-
ventral (environ 45 %), mais avec une dispersigenément supérieure, comme le démontre
le coefficient de variation s’élevant a 17.2 %.dapulation GRMD est une nouvelle fois plus
dispersée, son coefficient de variation atteigd@mb %.

Figure 9 : Accélérométrie — pertinence des différentes variables pour la
caractérisation de la locomotion du chien GRMD : valeurs de puissance
cranio-caudale relative obtenues pour les individus sains, en comparaison
des individus GRMD.
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La puissance médio-latérale, normalisée par la puis sance totale, est
tres significativement (p < 0.0001) augmentée dileszchiens GRMD (moyenne : 28.7 %,
écart-type : 12.9 %), en comparaison des chiems ggioyenne : 9.5 %, écart-type : 2.6 %).
Les valeurs obtenues chez les chiens sains saifdilgles, en comparaison des valeurs
obtenues pour les deux autres axes : la distribumoymale de la puissance dans les trois axes
pourrait étre schématisée ainsi: 45 % en dorstraled5 % en cranio-caudal, et 10 % en
médio-latéral. Le graphe de la figure 10 montrevi@surs obtenues pour les individus sains,
en comparaison des individus GRMD. Seuls deux shi@RMD (T-Fal et Charly) montrent
des valeurs superposées a celles des chiens lsasnautres individus du groupe GRMD ont
des valeurs légérement a trés augmentées, avedigparsion importante de la population
(coefficient de variation de 44.9 %, contre 27.4d&ns la population normale). Au vu des
résultats obtenus pour les puissances relatives ldarirois axes, il apparait qu’'a I'exception
de deux individus (T-Fal et Charly), le profil égétique tri-dimensionnel des chiens GRMD
est modifié par report de puissance de l'axe dwesdral ou cranio-caudal (suivant les
individus), vers I'axe medio-latéral. La figure illlistre ce report de puissance.

Figure 10 : Accélérométrie — pertinence des différentes variables pour la
caractérisation de la locomotion du chien GRMD : valeurs de puissance
médio-latérale relative obtenues pour les individus sains, en comparaison
des individus GRMD.
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Figure 11 : Accélérométrie - pertinence des différentes variables pour la
caractérisation de la locomotion du chien GRMD : illustration de la perte
globale de puissance, et de sa redistribution vers I'axe medio-latéral chez
le chien GRMD.
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A : Photos de face d’un chien sain (trois premieres photos en partant de la gauche), en
comparaison d’un chien GRMD (trois photos suivantes) en cours de locomotion, illustrant le
balancement de droite a gauche présent chez le chien GRMD. B : tracés d’accélération dans les
axes dorso-ventral (en haut, tracé noir), cranio-caudal (au milieu, tracé gris foncé) et médio-latéral
(en bas, tracé gris clair). Les trois tracés de gauche ont été enregistrés sur un chien sain, et ceux
de droite sur un chien GRMD. Noter I'amplitude globalement plus faible des accélérations chez le
chien GRMD, et la forte amplitude du tracé médio-latéral en comparaison des tracés obtenus dans

les deux autres axes, et de celui obtenu dans ce méme axe chez le chien sain.
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La force relative , calculée en normalisant la puissance totale partesse, afin de
s’affranchir des variations de vitesse et/ou dialjuest trés significativement (p < 0.0001)
diminuée chez les chiens GRMD (moyenne: 20.6 N/&gart-type: 6.2 N/kg), en
comparaison des chiens sains (moyenne : 40.6 Nfagi-type : 5.1 N/kg). Le graphe de la
figure 12 montre les valeurs obtenues pour lesidds sains, en comparaison des individus
GRMD. Aucune superposition n'est observée entraléas< populations. Ceci démontre que
la diminution de puissance totale n’est pas unicgrdndue a la diminution de vitesse
€galement observée. Pour cette variable encooeglificient de variation est plus élevé chez
les chiens GRMD (30.1 %) que chez les chiens famh$ %).

Figure 12 : Accélérométrie — pertinence des différentes variables pour la
caractérisation de la locomotion du chien GRMD : valeurs de force relative

obtenues pour les individus sains, en comparaison des individus GRMD.
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Les symboles de couleur représentent chacun un individu GRMD, et les symboles noirs

chacun un individu sain. Ils sont consignés dans le tableau 3

169



Etude de corrélation des variables étudiées avec le score

clinique moteur

Seules trois variables présentent une corrélagative significative avec le score clinique :

la vitesse normalisée par la hauteur au garrot {68, p = 0.0020), la longueur des foulées
normalisée par la hauteur au garrot (R = -0.770p0802), et la puissance totale (R =-0.62, p
= 0.0060). Les autres variables ne sont pas Sigiifiement corrélées au score moteur. Le
tableau 7 contient les résultats de calcul du aefit de Pearson. Les graphes de la figure 13
illustrent par des droites de régression la caitglaexistant entre le score clinique et les trois

variables précédemment énoncées.

Tableau 7 : Accélérométrie - pertinence des différentes variables pour la
caractérisation de la locomotion du chien GRMD : résultats de I'analyse de

corrélation avec le score clinique moteur

Vitesse/HG| FC LF/HG| Reg PT PDV/PT PCC/PT PML/PT rdeo

R de -0.68 -0.27 |-0.77 |-0.57 |-0.62 |-0.37 0.16 0.29 0.05
Pearson

Valeur | 0.0020 0.2757| 0.0002| 0.0127| 0.0060| 0.1281| 0.5288 0.2411 0.8369
dep

La premiére ligne de résultats contient le coefficient R de corrélation de Pearson avec le
score clinique moteur, la seconde ligne, son niveau de significativité. Les résultats

significatifs figurent en gras.

Abréviations utilisées : Vitesse/HG : vitesse normalisée par la hauteur au garrot ; FC :
fréquence des cycles ; LF/HG : longueur des foulées normalisée par la hauteur au
garrot ; Reg : régularité ; PT : puissance totale ; PDV/PT : puissance dorso-ventrale,
normalisée par la puissance totale ; PCC/PT : puissance cranio-caudale normalisée par la

puissance totale ; PML/PT : puissance médio-latérale, normalisée par la puissance totale.
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Figure 13 : Accélérométrie — scores cliniques moteurs des chiens GRMD
adultes (A) - corrélation avec la vitesse (B), la puissance totale (C) et la

longueur des foulées (D) : illustration par droites de régression.
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Les chiens GRMD sont représentés chacun par un symbole, figurant dans le tableau 3.

Analyse multivariée par analyse en composantes prin cipales
(ACP)

Afin de simplifier 'analyse et la lecture des dées obtenues pour 'ensemble des variables,
une analyse en composantes principales a été wdtectCe test statistique consiste a
positionner des individus les uns par rapport autresa, sanga priori de classement, c’est-a-
dire dans le cas présent sans distinction chiendaen GRMD (contrairement a une analyse
discriminante par exemple), en les éloignant le plossible les uns des autres dans un espace
a n dimensions (nommées composantesgtant le nombre de variables définissant chaque
individu (dans le cas présent, 7), en fonctionadedleur obtenue pour chaque variable et pour

chaque individu. L’ACP doit son nom a sa reprédentagraphique qui projette individus et
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vecteurs de variables sur un plan a deux dimensguigant deux axes appelés composantes
principales. Ces deux composantes visent a reps¥san mieux le positionnement des
individus dans les n dimensions, en deux dimensiBhs ces deux composantes expliquent
la variance des données, et plus la représentgtagghique est juste, car moins d’information

est alors perdue.

Le plan d’ACP produit grace aux valeurs de 7 vdesijFréquence des cycles, longueur des
foulées/hauteur au garrot, régularité, puissaniaetopuissances relatives dans les trois axes)
obtenues pour les 18 chiens GRMD et les 11 chiaims permet d’expliquer 68.17 % de la
variance par la composante 1 et 22.41 % par la oearge 2, soit un total de 90.58 %. Trés
peu dinformation est donc perdue par la projectaes individus sur un plan a deux
dimensions. Les plans de projection des individusles variables sont présentés dans la
figure 14. A la lecture de ceux-ci, il apparait daeomposante 1, qui explique plus des deux
tiers de la variance, est essentiellement expligpaéda puissance médio-latérale relative, la
puissance totale, la régularité dans une moindreuree la longueur des foulées normalisée
par la hauteur au garrot et la frequence des cycessdeux derniéres variables apparaissant
tres probablement corrélées étant donné le poséiment tres proche de leurs deux vecteurs.
La deuxiéme composante est expliquée par les paissadorso-ventrale et cranio-caudale
relatives. Il apparait, a la lecture du plan dgqmtion des individus, que le positionnement
des chiens GRMD est bien distinct de celui desnsheains, et que la distinction des deux
groupes est essentiellement expliquée par la caamp®d. Le groupe de chiens sains apparait
comme un nuage de points relativement localisdasdroite du plan (régularité, puissance
totale, longueur de foulée et fréquence de cyawéds, puissance médio-latérale relative
réduite). La population de chiens GRMD apparait pantre plus dispersée, mais bien
distincte de la population de chiens sains car mtage localisée sur la gauche du plan,
exception faite du chien T-Fal, dont la positiohtess proche du nuage des chiens sains.
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Figure 14 : Accélérométrie — analyse en composantes principales :

projection des individus (A) et des variables (B) sur le plan d’ACP.
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Cette analyse en composantes principales permet dersituer les animaux les uns par
rapport aux autres, en fonction des valeurs deridblas de locomotion, et ce, en une seule

représentation.

Toujours dans un souci de simplifier l'interprébatides résultats obtenus, il a été proposé de
guantifier la position des individus sur ce plalM@P. La distance euclidienne de chaque
chien par rapport au barycentre des animaux seamsjdéré comme la position « normale » a
donc été calculée, avec comme objectif de valigeparamétre comme index global de
locomotion. Le graphe de la figure 15 présentevldsurs obtenues pour cet index chez les
chiens GRMD, en comparaison des chiens sains. Carelagaraissait étre le cas a la lecture
du plan d’ACP, les individus GRMD décrits par cettauvelle variable globale apparaissent
bien séparés des individus sains. Une fois enderehien T-Fal est le plus proche de la
population normale, mais n’entraine pas de supgipontre les deux populations pour cet
index. L'analyse de variance réalisée sur cetté¢ani® euclidienne confirme qu’elle
distingue bien les deux populations, puisqu’elljnd@étre un effet groupe trés significatif (p <
0.0001).

Figure 15 : Accélérométrie — analyse en composantes principales : valeurs
de distance euclidienne au centre de gravité de la population normale, des

individus GRMD, en comparaison des chiens sains.
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Evaluation de la spécificité des anomalies locomotr ices

détectées chez les chiens GRMD

Afin de déterminer si les nombreuses anomaliesnimtoces détectées par accélérométrie
chez le chien GRMD sont spécifiques de cette myopatanine, 9 chiens adultes atteints
d'une autre myopathie, dite centronucléaire, okt &talués. Contrairement a ce qui est
observé chez les chiens GRMD, la vitesse rappart@ehauteur au garrot, la fréquence des
cycles, la puissance totale, la puissance médévdiat rapportée a la puissance totale et la
force relative restent inchangées chez les chieN81.CEn revanche, une diminution
significative de la régularité (p = 0.0019) etlddongueur des foulées rapportée a la hauteur
au garrot (p = 0.0097) représente un point comnmiire ées deux myopathies, méme si cette
diminution n’est, pour la majorité des animaux gassi drastiqgue que dans le cas des GRMD
(figure 16). Le maintien de la vitesse, dans untexte de diminution de la longueur de
foulée, est probablement assuré par une discrgteentation de la frequence des cycles, sans
que celle-ci n’atteigne le niveau fixé de significee (p = 0.0324). L'originalité des
anomalies de locomotion observées chez les chibiM @side dans une redistribution de la
puissance dorso-ventrale, qui est trés signifieatient diminuée (p < 0.0001), vers l'axe
cranio-caudal, la puissance relative dans cet &xet @uant a elle trés significativement
augmentée (p < 0.0001). Ceci signe un défaut dpupsion verticale de ces chiens. Les
graphes de la figure 16 illustrent ces anomalies;amparaison de celles observées chez les
chiens GRMD, et de la situation normale.
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Figure 16 : Accélérométrie — spécificité des caractéristiques de marche
mises en évidence chez le chien GRMD - comparaison avec un groupe de
chiens CNM, des valeurs obtenues pour la fréquence des cycles, la
longueur des foulées rapportée a la hauteur au garrot, la régularité, la

puissance totale, et les puissances relatives dans les trois axes.
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La spécificité des anomalies de locomotion détasctgar accélérométrie dans ces deux
myopathies canines sont illustrées par la projacttomme individus supplémentaires, des
chiens CNM sur le plan d’ACP précédemment déciitiedtré dans la figure 14. La figure 17
présente ce plan d’ACP. Il apparait que les chizs forment une population bien distincte
des chiens sains, mais également des chiens GRM&Qyils sont situés en bas a droite du
plan. Cette position basse est en liaison avednandtion de puissance dorso-ventrale et
'augmentation de puissance cranio-caudale rektiizm parallele, la puissance totale, et la
puissance meédio-latérale relatives ne sont pasfi@esl tandis que la fréquence des cycles et
la longueur des foulées ne le sont pas suffisampmntdécaler la population CNM a gauche

du plan d’ACP, comme l'est la population GRMD.

Figure 17 : Accélérométrie — spécificité des caractéristiques de marche
mises en évidence chez le chien GRMD - projection des chiens CNM
comme individus supplémentaires sur le plan d’ACP défini par les chiens
GRMD et sains adultes.
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C. Evaluation de la locomotion chez de jeunes

animaux en cours d’évolution clinique

1) Matériel et méthodes

a) Matériel

Le matériel utilisé était identique a celui empley les chiens adultes.

b) Variables calculées

Les variables étudiées chez les chiens en croigsant été celles déja étudiées chez les
adultes, a savoir :

- La vitesse / hauteur au garrot

- La fréquence des cycles

- La longueur des foulées / hauteur au garrot

- La régularité

- La puissance totale

- Les puissances relatives dans les 3 axes

- La force relative

c) Déroulement du test

Le test s’est déroulé comme énoncé plus haut psucHiens adultes. Lors du premier test, le
chiot a tout d’abord été acclimaté quelques minatesouloir, puis au port de la ceinture. Le
test pouvait débuter lorsque le chiot était a €alses chiens ont été mesurés au garrot a la fin

de chaque test.

d) Méthode

Animaux

Cette étude longitudinale a été conduite sur 38@nshéen croissance, dont 6 chiens golden
retriever sains et 24 chiens GRMD. Les 6 chiensssaiovenaient de la colonie GRMD et ont

été hébergés dans les mémes conditions que lessdcBRMD. Tous les chiots GRMD issus
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de la colonie sur une période de 20 mois ont &@ésrdans cette étude. Les animaux entrant
en protocole ont été exclus de I'étude. ChaquencBieMD a fait I'objet d’un score clinique

chaque mois.
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Tableau 8 : Accélérométrie -suivi longitudinal — Animaux inclus dans

I’étude, synthese des tests réalisés et des allures utilisées.

£s ' mois—
monie

mol—

Nom Statut Age (mois)

2 25| 3 35| 4 45 5 5% 6 6. 1 5 (8 §5
Ckan Sain T na| T T na| T T|T T
Chbof Sain GC T T na|T T na|T T|T T
Dclick Sain T na T TI|T T|T T TI| T T T T
Dclack Sain GC| na T TI|T T|T na| T TI|T T|T T
Dzer Sain T |na | T T T | T T T T | T T T T T T
Dzastre Sain GCna [GC | T T | T T| T T T T| T T T T
Dchou GRMD | T P P | Perte locomotion 4 mois
Dmo € | GRMD | B B B na| B | Décés a5 mois — complications digestives
Dfois GRMD | T T T T M| M | M | Perte locomotion 5.5 mois
Dsir GRMD | T na | T T T |P P | Perte locomotion 5.5 mois
Dlire = | GRMD B B B T T | B T | T T| T T| T Pl T |pec
Dlice + |GRMD | T B B B B|na |T |T TI|T T | P T| T pnF?
Dluge GRMD | T T B B B | B B | T B| B M| T T B
Dk ® | GRMD B T B P B| B B| B B| T B| P PR P R
Dbrouille® | GRMD | T T T T T T T | T T T T| T T T T
Dmon M | GRMD B T B B T T T| P T T T| T Plna | P
Dalton € | GRMD B na [T T T T T T T | T T T T T T
Didon X |GRMD | T B B B | B B| B B| B B| P Pl B B
E.T. X | GRMD | T T T T T T B |na | T | Déces a6 mois— anesthésie
Ebam = | GRMD | Na T T T | T B | P na | T P | T T| T T
Ebim @® |GRMD | T T B B|P |na|P Perte locomotion 6 mois
Eboum GRMD |[Na |na |T T P | T T|T |na|T T |P T T T
Eiffel GRMD | T T T Plna |T |T Perte locomotion 6 mois
EinsteinX | GRMD | T T T T | Perte locomotion 4.5 mois
Eop GRMD | B T B T | T | Pertelocomotion 5 mois
Ercule GRMD | T na | T T T | T T T na| T T T T Déces 8.5
Evian GRMD | B P P | Perte locomotion 4 mois prneumont
Exon GRMD | T B T |na|P P | Perte locomotion 5.5 mois
Eject GRMD | T nr | P nr Perte locomotion 4.5 mois
Eaudvy = | GRMD |[Na | T T T T | T T | T TI|T T T Pl T T

A coté du nom de chaque chien figure le symbole qui sera utilisé dans les figures 18 a 29. Les
cases grisées correspondent aux examens manquants. Dans les cases non grisées est indiquée
I'allure conservée pour I'analyse. Abréviations : na : non analysable ; nr : non réalisé ; GC : galop

circulaire ; T : trot; B : bond ; P : pas.
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Déroulement de I'étude

L'objectif de I'étude était de décrire I'évolutiate la locomotion entre I'dge de 2 mois et
'age de 9 mois. Quinze tests étaient planifiésrpmite étude, soit un test toutes les deux

semaines.

Analyse des données

Toutes les séquences de locomotion exploitablestérdnalysées dans le logiciel Equimetrix
®. Lorsque plusieurs allures étaient utilisées @ure d’un test, celle permettant d’obtenir la
meilleure valeur de régularité a été conservée panalyse statistique. Ici, cet index a été
utilisé comme indicateur de qualité de marche peicdlans I'optique de déterminer l'allure a

laquelle le chien était le plus a l'aise.

Analyse statistique

Une ANOVA a mesures répétées avec un facteur agen dacteur groupe (sain versus
GRMD) a été realisée afin de déterminer I'effetl'dge sur I'évolution des variables dans

chacun des groupes, et les différences entre lesgteupes.

Un coefficient de corrélation de Pearson a étéutdlafin d’étudier les corrélations entre

variables, et principalement entre variables d’Eroénétrie et score clinique.

Des coefficients de variation, pour chaque variadtlea chaque age ont été calculés, en
normalisant I'écart-type par la moyenne, de mangrétudier I'aptitude des différentes
variables a décrire la dispersion de la populafioest-a-dire son hétérogenéite).

Enfin, la distance euclidienne sur le plan d’ACBjadutilisée comme index global de marche
chez les adultes, a été calculée chez les aninragroessance, par projection des animaux de
chaque catégorie d’age, comme observations supptaires sur le plan d’ACP défini par les
adultes. Les 7 variables utilisées pour cette aeaitaient: la fréquence des cycles, la
longueur des foulées / hauteur au garrot, la réigglda puissance totale, et les puissances
relatives dans les trois axes. La distance eudlidieau centre de gravité des chiens sains de la
catégorie d’age étudiée, dans I'espace a sept dioves) a ensuite été calculée, puis soumise
a une ANOVA a mesures répétées, de la méme maniggeles variables brutes. Un

coefficient de corrélation de Pearson a égalentértadculé.

Le seuil de significativité a été fixé a p = 0.01.
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2) Résultats

a) Déroulement des tests — évolution clinique des

chiens

Tous les tests ont pu étre effectués chez les lsi@ns. Cependant, a 'age de 2.5 mois, seuls
les tests de deux animaux ont pu étre analyséaless des quatre autres étant trop instables
et ne comportant pas de séquence de 10 secontEod®tion stabilisée. Cet age a donc été

exclu des analyses statistiques.

Seuls 10 chiens GRMD sur les 24 inclus ont pu fireis jusqu’a I'age de 9 mois. Parmi les
14 autres, 10 ont totalement perdu la locomotioanav'age de 6 mois, et ont da étre
euthanasiés car ils se trouvaient en décubitus gpeen. Deux des quatre autres animaux
(Ercule et Dlire) sont décédés de bronchopneumpeiede temps avant la fin de I'étude. Le
chien Dmo est décédé, a I'age de 5 mois, de coatpits digestives liées a 'engagement de
son duodénum via le hiatus oesophagien, aprés tréduthirurgicale d’'une hernie hiatale
avec engagement de I'estomac. Le dernier chien,, ESt mort suite & un arrét cardio-
respiratoire lors de l'induction de I'anesthésiecaurs de laquelle un tube de gastrostomie
devait lui étre posé. Cette mesure, visant a assarbonne alimentation des animaux, a

d’ailleurs été prise sur 14 des 24 chiens, donir3s 10 chiens ayant perdu la locomotion.

Enfin, 18 des 24 chiens GRMD ont présenté au momsgpisode de bronchopneumonie au

cours de leur période de suivi par accélérométrie.

Sur le plan de la réalisation des tests, la m&atés chiots GRMD a pu réaliser les tests, et
ce, dés I'age de 2 mois. Seul un chien GRMD, Eba@lest montré totalement réfractaire a la
réalisation des deux premiers tests. Le premiérstasce chien a donc été réalisé a I'age de
trois mois, aprés une peériode d’acclimatation ad ge la ceinture durant quelques heures

dans sa cage, qui s’est réveélée étre une soluticace.

Les scores cliniques moteurs réalisés sur ces aritéanoignent de I'hétérogenéité existant
entre les chiens GRMD de ce suivi longitudinalleteie celle de la population générale des
chiens GRMD, déja décrite et documentée par digeEsgiipes (Ambrosio et al. 2009,

Valentine et al. 1988). Le graphe de la figure 1@tre I'évolution des scores moteurs des

différents chiens avec I'age sur la période étudiée
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Figure 18 : Accélérométrie - suivi longitudinal - évolution des scores

clinigues moteurs chez les chiens GRMD
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70 -
60 -
50 -
40 -

30

Score moteur (%)
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Chaqgue chien GRMD est représenté par un symbole différent. Ces symboles sont
consignés dans le tableau 8.

b) Evolution des différentes variables de
locomotion avec I'age et I'évolution de la

maladie.

Les résultats de I'analyse de variance a mesumdées, ainsi que les moyennes et écart-

types obtenus pour chaque age et chaque variabléa deux populations sont consignés
dans le tableau 9.
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Tableau 9 : Accélérométrie — suivi longitudinal : résultats de I'analyse de

variance.
VIHG | FC LF/HG | Reg PT PDV/PT| PCC/PT PML/PT Force
p (Age Sains)  0.0024(\)<0.0001(\) | 04769  (0.0145(7) | 0.1793 | 0.1075 0.3920 | 0.0089(\) | 0.1412
p (Age GRMD) [0.0067(x) 0.0350 (v)| 0.0853 ()| 0.4050 | 0.0902(\) 0.1856 0.6630 | 0.0969 (7) | 0.0034()
p (Sainsvs| 0.0003 | 0.0711 | <0.0001 | 0.8669 | <0.0001 | 0.7136 0.5409 0.5431 0.1314
GRMD)
2
Moy (E-T) | 5.68 | 2.89 1.97 1970 | 815 40.3 44.0 15.8 53.2
mois | Sains .71 | (0.14 (0.21 (40.8 | (135 (6.1 (6.2) (3.9 (4.8)
Moy (E-T) | 336 | 2.49 1.30 2043 | 38.1 38.2 48.1 13.7 38.3
GRMD (1.01 | (0.51 (0.22 (55.3 | (18.3 114 (14.6 (7.3 (14.9
p (Sains vs - - - - - - - - -
GRMD)
2.5
Moy (E-T) ; 2.43 ; 2028 | 73.0 495 41.8 8.7 42.4
mois | Sains (0.01 (53.3 | (14.0 (3.9 (3.3) (0.6) (5.2)
Moy (E-T) | 3.09 | 2.38 1.33 1833 | 32.4 39.1 47.8 13.1 30.2
GRMD 085 | (0.49 0.25 444 | (28 | (133 (122 (6.1) (7.7)
p (Sainsvs| 0.0036 | 0.4428 | 0.0002 | 0.1381 | <0.0001 | 0.0187 0.0673 0.3800 | <0.0001
GRMD)
3
Moy (E-T) | 476 | 2.42 1.94 1873 | 93.4 44.6 425 12.9 435
mois | Sains 0.46 | (0.11 (0.10' 177 | 106 (8.2 (8.2) (1.4) (2.0)
Moy (E-T) | 2.81 | 2.24 1.23 1826 | 29.8 33.8 50.8 15.4 285
GRMD (118 | (0.53 (0.32 615 | 7.1 (9.0 (9.4) (6.6) (8.6)
p (Sains vs 04874 | <0.0001 | 0.0256 | <0.0001 | 0.0013 | 0.4231 00577 | <0.0001
P imy | <0:0001
3.5
Moy (E-T) | 448 | 2.30 1.95 2505 | 99.2 44.1 45.6 103 43.2
mois | Sains (034 | (0.16 .07 (30.6 (14.4 (B0 2.8 (L5) (4.8)
Moy E-T) | 240 | 2.17 1.08 187.3 | 24.4 32.2 49.4 183 25.2
GRMD (0.87 | (0.46 (0.26 62.0 | (11.2 (7.8 (1.3 (9.8) (6.5)
p (Sainsvs| <0.0001| 0.1394 | <0.0001 | 0.0007 | <0.0001| 0.0018 | 0.1475 00786 | <0.0001
GRMD)
4
Moy E-T) | 463 | 2.31 1.93 2559 | 96.4 49.4 39.0 116 36.7
mois | Sains (0.64 | (0.10 (0.15° 13.4 | (11.1 2.4 2.1 (1.4 (4.5)
Moy E-T) | 235 | 2.01 1.14 1807 | 21.6 31.8 47.1 21.1 21.3
GRMD | v92 | (050 (0.19) (446 | (118 | 136 (131 | (136 (7.3)
p (Sainsvs| <0.0001| 0.4305 | <0.0001 | <0.0001| <0.0001| <0.0001| 0.3231 00395 | <0.0001
GRMD)
4.5
Moy E-T) | 439 | 2.19 2.01 2565 | 97.3 50.0 40.6 9.4 42.2
mois | Sains (0.26 | (0.09 (0.08 (13.4 | (14.9 (4.6 (4.4 (3.4) (5.6)
Moy (E-T) | 2.18 | 1.98 1.06 169.2 | 22.3 28.0 47.1 24.9 21.2
GRMD (1.04 | (0.61 023 430 | (161 | (86 (15.0 (16.9 (7.9
p (Sains vs| 0.0003 | 0.4208 | <0.0001 | 0.0173 | <0.0001 | 0.0293 0.5807 0.0767 | <0.0001
GRMD)
5
Moy (E-T) | 433 | 2.23 1.94 266.3 | 1055 47.9 41.1 11.0 36.7
mois | Sains 0.23 | (0.02 (0.11' 486 | 175 2.9 (1.2) (2.5) (3.2)
Moy (E-T) | 230 | 2.01 1.12 1804 | 24.7 33.0 44.7 22.3 21.4
GRMD 0.90 | (0.53 (0.24 (9.7 | (16.6 (12.3 (12.6 (1.8 7.7
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VIHG | FC LF/HG | Reg PT PDV/PT| PCC/PT PML/PT  Force
p (Sains vs| <0.0001| 0.2542 | <0.0001 | 0.0057 | <0.0001| 0.0937 0.9766 0.0171 | 0.0006
GRMD)
55 Moy (E-T) | 418 | 2.13 1.96 280.1 | 96.6 485 40.4 111 40.1
mois | Sains (0.25 | (0.07 (0.11 370 | (130 | (2.8 (2.5) (2.1) (5.7)
Moy (E-T) | 1.85 | 1.01 0.95 1951 | 23.2 37.4 40.6 22.1 25.4
GRMD | (072 | (046 (0.19. 57.8 | (162 | (15.1 (14.4 (9.9) ©.7)
p (Sains vs| <0.0001| 0.4779 | <0.0001 | 0.0014 | <0.0001| 0.0006 | 0.1100 0.0230 | 0.0013
GRMD)
6 Moy (E-T) | 436 | 2.12 2.05 2776 | 90.8 54.9 36.2 8.9 49.4
mois | Sains 0.26 | (0.11 (0.08 48 | (125 2.3 (4.3) (3.4) (4.3)
Moy (E-T) | 205 | 1.96 1.03 218.7 | 248 345 46.5 18.8 21.9
GRMD 071 | (0.49 (0.14 263 | (156 | (10.0 (12.8 8.1) (8.4)
p (Sains vs| <0.0001| 0.1319 | <0.0001 | 0.0201 | <0.0001 | 0.0724 07160 | 00121 | <0.0001
GRMD)
6.5 Moy (E-T) | 4.41 | 2.18 2.03 260.3 | 1083 | 46.7 42.9 10.4 40.4
mois | Sains .32 | (0.07 (0.10° (23.8 (7.9 (3.0 (3.2) (3.4) (4.6)
Moy (E-T) | 202 | 1.1 1.05 2145 | 236 35.8 45.2 19.0 22.6
GRMD (070 | (0.41 (0.23 (38.0 | (128 (135 (14.5 (6.9) (5.5)
p (Sains vs| <0.0001| 0.1032 | <0.0001 | 0.0173 | <0.0001 | 0.0462 0.7457 | 0.0018 <0.0001
GRMD)
/ Moy (E-T) | 472 | 2.25 2.10 2731 | 109.4 | 45.6 45.8 8.6 46.7
mois | Sains (0.36 | (0.06 (0.13 (232 | (8.4) (3.8, (5.2) (1.8) (2.9)
Moy (E-T) | 1.88 | 1.85 1.00 2142 | 203 33.8 43.4 22.8 215
GRMD (0.56 | (0.44' (0.16 402 | (11.0 (10.3 (13.7 (7.1) (6.5)
p (Sains vs| <0.0001| <0.0001 | <0.0001 | 0.0208 | <0.0001 | 0.1339 0.9122 00134 | <0.0001
GRMD)
75 Moy (E-T) | 456 | 2.19 2.07 2713 | 1008 | 47.8 42.6 9.7 46.8
mois | Sains 041 | (012 (0.11 (368 | (13.2 | (6.0 (7.7) (3.0) (5.0)
Moy (E-T) | 1.65 | 1.70 0.97 2199 | 17.7 37.6 41.6 20.7 21.8
GRMD | (042 | (013 021 @73 | (109 | (143 (18.7 9.3) (9.0)
p (Sains vs| <0.0001| 0.0004 <0.0001 | 0.0121 | <0.0001 | 0.0068 | 0.4722 | 0.0035 <0.0001
GRMD)
8 Moy (E-T) | 468 | 2.17 2.15 277.7 | 1082 | 456 435 10.9 49.3
mois | Sains 0.29 | (0.09 (0.05 49.1 | (105 (6.7 (5.9) 2.3) (4.5)
Moy (E-T) | 1.58 | 1.73 0.90 2134 | 201 30.3 48.2 215 24.3
GRMD 072 | (0.46 0.19 578 | (162 | (5.1 (14.4 (9.9 9.7)
p (Sains vs| <0.0001| 0.0213 | <0.0001 | 0.0046 | <0.0001| 0.0430 0.9715 | 0.0092 <0.0001
GRMD)
85 Moy (E-T) | 4.45 | 2.19 2.03 280.9 | 1042 | 471 40.6 123 47.9
mois | Sains (0.38 | (0.11 (0.14' (415 | (16.1 2.9 (4.5 (2.3) (5.6)
Moy (E-T) | 1.67 | 1.80 0.93 2278 | 185 36.0 40.9 23.1 21.4
GRMD (0.48 | (0.35 (0.23 (263 | (9.4) 11.0 (8.3) (8.3) (8.8)
p (Sainsvs| <0.0001| 0.0117 | <0.0001 | 0.0520 | <0.0001 | 0.0007 | 0.7725 | 0.0046 <0.0001
GRMD)
9 Moy (E-T) | 439 | 2.21 1.99 269 1114 | 433 47.8 8.9 41.7
mois | Sains 019 | (0.10 (0.05' (347 | (121 3.0 (3.4) (2.6) (2.0
Moy (E-T) | 1.01 | 1.74 0.94 2284 | 212 30.6 46.2 21.7 22.9
GRMD (0.65 | (0.27) (0.26 (326 | (146 (6.4 (13.0 (8.8) (8.7)

Les deux premiéeres lignes du tableau contiennent les valeurs de significativité de ['effet
age, dans la population saine (premiére ligne) et la population GRMD (deuxieme ligne).

Les lignes suivantes contiennent les niveaux de significativité de l’effet groupe (sain
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versus GRMD) a chaque age étudié, ainsi que la moyenne et I’écart-type de chaque
variable et pour chacune des deux populations. Les résultats significatifs figurent en gras.
Abréviations utilisées : Moy : moyenne ; ET : écart-type ; V/HG : vitesse, normalisée par
la hauteur au garrot ; LF/HG : longueur des foulées, normalisée par la hauteur au
garrot ; Reg : régularité ; PT : puissance totale ; PDV/PT : puissance dorso-ventrale,
normalisée par la puissance totale ; PCC/PT : puissance cranio-caudale, normalisée par la

puissance totale ; PML/PT : puissance médio-latérale, normalisée par la puissance totale.
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Evolution des différentes variables avec I'age chez les chiens

sains

La description de I'évolution avec I'age des digigres variables étudiées chez les chiens
sains est nécessaire afin de pouvoir comparer deechiens GRMD a une situation de
locomotion normale. Les graphes des figures 20 &@itrent I'évolution de la moyenne des
chiens sains pour chaque variable au cours du tgghyssou moins un écart-type. Le choix de
la représentation d’'un écart-type et non de deéwé &ffectué en raison de la distribution non
normale des données, donnant davantage de sen®grdaentation d’'un écart-type que de
deux. Brievement, les variables étudiées évoluiast dans le détail :

La vitesse, normalisée par la hauteur au garrot , diminue significativement

(p = 0.0024) avec I'age. Ceci est probablementwfai que certains chiens utilisent le galop
aux premiers tests, puis passent au trot en ewlfit (tableau 8). Cependant, la vitesse non
normalisée montre une augmentation trés signifieadivec I'age (p < 0.0001). L’effet de la
normalisation par la hauteur au garrot est doncnémgtigeable, mais I'importance de réaliser
celle-ci est renforcée par le coefficient de catiéh entre vitesse et hauteur au garrot, qui
s’éleve a 0.78 (p < 0.0001). Le graphe A de largl® illustre cette corrélation. Un tel effet
de la taille sur la vitesse est donc a prendreomsidération, d’autant plus qu’ici, les chiens
GRMD ont une taille significativement (p < 0.01 d&snois) inférieure a celle des chiens

sains.

La fréquence des cycles locomoteurs présente une diminution tres significative (p
< 0.0001) avec I'age. Ceci explique probablemerditainution de la vitesse rapportée a la

hauteur au garrot avec 'age.

La longueur des foulées, normalisée par la hauteur au garrot, ne subit
pas d'effet age (p = 0.4769). En revanche, ce patr@mon normalisé augmente avec I'age et
la croissance, comme le montre la forte corrélaéintre la hauteur au garrot et la longueur
des foulées (R = 0.93, p < 0.0001), illustrée pagraphe B de la figure 19. Une fois encore,
ceci renforce la pertinence de la normalisationlgdrauteur au garrot, dans le cadre d’'une
comparaison entre chiens de taille différente.
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Figure 19 : Accélérométrie - suivi longitudinal - corrélations entre la
hauteur au garrot et la vitesse (A), et la hauteur au garrot et la longueur
des foulées (B) chez les chiens sains. Illustration par droites de

régression.
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Larégularité augmente avec I'age, mais de maniére non sigtifecgp = 0.0145).

La puissance totale , ainsi que lespuissances dorso-ventrale et cranio-

caudale relatives ne subissent pas d’effet lié a I'aga ket croissance.

La puissance médio-latérale relative diminue de maniére significative (p =@B0)
avec l'age

La force relative ne varie pas en fonction de I'age.

Evolution des différentes variables avec I'age et | 'évolution

de la maladie chez les chiens GRMD

Pour chacune des variables étudiées, les résuléatdanalyse de variance ainsi que les

moyennes et écart-types a chaque age figurentlddableau 9. Pour chacune des variables,
I'évolution des chiens GRMD en comparaison des nshisains est représentée dans les
figures 17 a 24. Chaque chien y est représent@mpaymbole et/ou une couleur différents,

qui figurent dans le tableau 8. Il est importantrager que I'effet age a été calculé sur 5
chiens GRMD seulement, car le logiciel Statistidemi@e les animaux présentant des

« trous », et donc notamment ceux qui sont déceéekas 'age de neuf mois. Cet effet a donc
été calculé sur une partie incontestablement moimshée de la population GRMD de départ
(Dalton, Didon, Dbrouille, Dk, Dluge).

189



La vitesse, normalisée par la hauteur au garrot , diminue de facon
significative avec I'age chez les chiens GRMD (0.86067), comme c’est le cas également
chez les chiens sains. Si cette variable distirdgja bien les deux populations a I'age de 2
mois (p = 0.0003), il apparait, a la lecture dyopeade la figure 20, que cette séparation des
deux groupes s’accentue par la suite jusqu’a devenplete a I'adge de 5,5 mois, comme en
témoignent également les résultats tres significdt I'effet groupe rapportés dans le tableau
9, pour toutes les classes d’'age. Le graphe dglaef20 témoigne également d’'une nette
hétérogénéité dans la population GRMD. Ainsi, l@sge chute fortement et rapidement chez
certains individus qui évoluent vers une perteadltomotion, comme Evian, Dchou, Ebim
ou encore Dsir. Cette chute est moins nette chezadenaux comme Dbrouille ou Dalton,
chez qui une relative stabilité, voire méme unenzarmgation se dessine. Entre ces deux

situations, de multiples intermédiaires se dessinen

Figure 20 : Accélérométrie — suivi longitudinal - évolution de la vitesse,
normalisée par la hauteur au garrot chez les chiens GRMD en comparaison

des chiens sains

Vitesse/hauteur au garrot (/s)

Age (mois)

Les chiens GRMD sont représentés par leurs symboles propres (tableau 8), par comparaison avec

la moyenne (ligne grise) + 1 écart-type (lignes noires, espace grisé€) des chiens sains.
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La fréquence des cycles , malgré une tendance vers la diminution, ne sudwstd’effet
significatif (p = 0.0350) de I'age chez les chigBRMD. Cette variable, contrairement a la
vitesse, ne distingue significativement les dewuges qu’a quelques points tardifs (aprés 7.5
mois). Le graphe de la figure 21 permet d’expliques résultats. Il montre en effet que
certains chiens présentent une forte diminutionadgéquence des cycles locomoteurs, qui
s’accentue avec I'age, mais que d’autres ont Wrgrufnce augmentée. Cette augmentation de
fréquence, qui conduit d’'ailleurs a des valeurs #kevées, atteignant plus de 3.5 cycles par
seconde, correspond a l'utilisation, par les chi@RVD, d’'une allure qui leur est propre et
qui est appelée galop en bonds (tableau 8, annexik dagit d’'une allure fréquemment
employée par les jeunes chiots GRMD, et certaiimaux la maintiennent sur plusieurs mois
(Dk, Dluge ou Didon, qui I'emploie encore a 9 moi€ependant, la majorité des chiens
GRMD, et en particulier ceux qui perdent la locoimot présentent des valeurs de fréquence

qui se situent progressivement en deca de cellesrades chez les chiens sains.

Figure 21 : Accélérométrie — suivi longitudinal - évolution de la frégquence
des cycles locomoteurs chez les chiens GRMD en comparaison des chiens

sains
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Les chiens GRMD sont représentés par leurs symboles propres (tableau 8), par comparaison avec
la moyenne (ligne grise) + 1 écart-type (lignes noires, espace grisé) des chiens sains
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La longueur des foulées, rapportée a la hauteur au garrot, malgré une
tendance vers la diminution, ne subit pas d'effghificatif (p = 0.0853) de I'dge chez les
chiens GRMD. Néanmoins, il s’agit d’'une variabl@strsignificativement (p < 0.001)
diminuée dés I'age de 2 mois, et qui le demeurguasi dernier test, a 9 mois. Cette forte
distinction apparait nettement sur le graphe deglae 22. Il apparait également de nouveau
une hétérogénéité d’évolution, entre des chiensayaint de perdre la locomotion, présentent
une chute tres importante et a des niveaux trésiéda longueur de leurs foulées, d’autres
animaux qui raccourcissent tres progressivements léoulées, et le chien Dbrouille qui

rallonge les siennes a partir de 6 mois.

Figure 22 : Accélérométrie — suivi longitudinal - évolution de la longueur
des foulées, normalisée par la hauteur au garrot chez les chiens GRMD en

comparaison des chiens sains.
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Les chiens GRMD sont représentés par leurs symboles propres (tableau 8), par comparaison avec
la moyenne (ligne grise) + 1 écart-type (lignes noires, espace grisé) des chiens sains
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La régularité ne montre aucune modification significative avage (p = 0.4050) chez le

chien GRMD, tandis gu’elle augmente avec I'dge chexz chiens sains. Cependant, a
guelgues temps d’examens (4 mois, 4.5 mois, 5.5,nimois, et 8.5 mois), les chiens
GRMD se montrent significativement moins réguligte les chiens sains. A la lecture du
graphe de la figure 23, il apparait en effet que deux populations ne sont jamais trés
nettement séparées. Par ailleurs, si la plupartiiess GRMD montre un global maintien de
leur régularité, certains animaux chutent pourindex de maniére spectaculaire, le plus
souvent juste avant une perte de locomotion, dmmdrit alors tres probablement a rendre

ponctuellement significative la différence entréeds sains et chiens GRMD.

Figure 23 : Accélérométrie — suivi longitudinal - évolution de la régularité

chez les chiens GRMD en comparaison des chiens sains

400
350
300
250

200

Régularité

150

100
50

0
1 Z 3 4 5 6 7 8 9 10

Age (mois)

Les chiens GRMD sont représentés par leurs symboles propres (tableau 8), par comparaison avec
la moyenne (ligne grise) + 1 écart-type (lignes noires, espace grisé) des chiens sains
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La puissance totale , malgré une tendance vers la diminution, ne spbi d’effet
significatif de I'adge (p = 0.0902). Cependant l&ffyroupe est, lui, trés significatif dés I'age
de 2 mois, et le reste jusqu’a 9 mois. Cette fdistinction entre chiens GRMD et chiens
sains par cette variable est illustrée par le graghd la figure 24, qui montre que, déja a 2
mois, les chiens GRMD ont pour certains des vala@s faibles de puissance totale (< 30
W/kg). Certains animaux (en particulier Didon, Ddugt Dk) montrent une évolution «
en dents de scie » pour cette variable, comme lpoutesse. Ceci est a relier a I'utilisation
intermittente de galop en bonds, allure plus puigsgue le trot ou la marche chez le chien

GRMD, mais dont la puissance n’égale toutefoisqadle d’'un chien sain au trot.

Figure 24 : Accélérométrie - suivi longitudinal - évolution de la puissance

totale chez les chiens GRMD en comparaison des chiens sains
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Les chiens GRMD sont représentés par leurs symboles propres (tableau 8), par comparaison avec

la moyenne (ligne grise) + 1 écart-type (lignes noires, espace grisé) des chiens sains
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Les puissances relatives dans les trois axes ne montrent pas de modification
significative liée a I'age, malgré une discretedi@mce a 'augmentation de puissance
médio-latérale relative (p = 0.0969). Au vu des résultats présentés datasbleau 9

et le graphe de la figure 25, 'augmentation dpdssance médio-latérale est un événement
tardif, puisque la différence avec les chiens samsevient significative qu’a partir de 7
mois. Cependant, cette variable reste normale chegains chiens, méme a ces stades tardifs
(Dbrouille, Ebam). De la méme facon que pour destvariables, les chiens perdant la
locomotion augmentent leur puissance médio-latéralative jusqu’a des niveaux tres

importants, avant leur perte de locomotion.

Figure 25 : Accélérométrie — suivi longitudinal - évolution de la puissance
médio-latérale relative chez les chiens GRMD en comparaison des chiens

sains
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Les chiens GRMD sont représentés par leurs symboles propres (tableau 8), par comparaison avec
la moyenne (ligne grise) + 1 écart-type (lignes noires, espace grisé) des chiens sains
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Si la puissance dorso-ventrale relative n'était pas modifiée chez les adultes,
force est de constater qu'une diminution signifieatde celle-ci est observée a plusieurs
reprises dans ce suivi longitudinal, et avant leslifircations de puissance médio-latérale. Le

graphe de la figure 26 illustre cette diminutionpgéssance dans I'axe vertical.

Figure 26 : Accélérométrie — suivi longitudinal - évolution de la puissance

dorso-ventrale relative chez les chiens GRMD en comparaison des chiens
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Les chiens GRMD sont représentés par leurs symboles propres (tableau 8), par comparaison avec

la moyenne (ligne grise) + 1 écart-type (lignes noires, espace grisé) des chiens sains
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La force relative diminue de maniere significative avec I'age (p.6034) chez le chien

GRMD, ce qui n’est pas le cas chez le chien sangiaphe de la figure 27 montre que cette
variable distingue de maniére assez efficace leg gepulations, comme en témoignent les
niveaux de significativité obtenus pour l'effet gpe a tous les ages, a partir de 3 mois
(tableau 9). A I'age de deux mois, un individu, d@li présente une valeur de force relative
extrémement élevée. Ce chiot a en effet, au pretegty produit une locomotion puissante
(77.5 W/kg), avec néanmoins une vitesse rédui@8(fn/s), en liaison avec sa petite taille

(0.220 m). Il s’agissait d’ailleurs du plus petiien a cet age, apres le chien Dfois (0.215 m).

Figure 27 : Accélérométrie - suivi longitudinal - évolution de la force

relative chez les chiens GRMD en comparaison des chiens sains
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Les chiens GRMD sont représentés par leurs symboles propres (tableau 8), par
comparaison avec la moyenne (ligne grise) + 1 écart-type (lignes noires, espace grisé)

des chiens sains
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Utilisation de I'ACP et de la distance euclidienne au centre

de gravité des chiens sains comme index global de | ocomotion

Les chiens sains et GRMD décrits par les 7 varsablmisies pour I'analyse en composantes
principales ont été projetés, comme individus séipeintaires, sur le plan d’ACP
précédemment décrit et obtenu chez les chiensesdiltobjectif est ici de suivre I'évolution
de la locomotion des chiens suivant toutes ceabims au cours du temps, en étudiant leur
déplacement sur le plan d’ACP. Les graphes deglardi 28 montrent la position des chiens
étudiés dans le cadre du suivi longitudinal syslés d’ACP a I'age de 2, 4, 6 et 9 mois. Les
chiens adultes, individus actifs, sont représepi@sdes symboles grisés, pleins pour les
GRMD et vides pour les chiens sains. Il apparaétlgs chiens sains en croissance (symboles
noirs) se superposent a tout age au nuage de mEatshiens sains adultes, et se déplacent
peu sur le plan d’ACP. Ceci n’est pas le cas demslGRMD. A I'adge de 2 mois (graphe A),
ilIs ne se superposent pas a la population GRMDiegluPar contre, ils ne se confondent pas
non plus avec les individus sains : la positionaenajorité des individus évoque celle des
individus CNM adultes (figure 17), a la différenm@s qu'ils sont déja décalés vers la gauche
du plan, traduisant la chute précoce de la puissani@le, et de la longueur des foulées
notamment. A I'age de 4 mois (graphe B), la poportatie chiens GRMD est déja plus étalée,
et se superpose au nuage de points des chiensesadeib se localisant néanmoins
essentiellement dans la zone basse du plan, todmlgement en liaison avec la chute de
puissance dorso-ventrale relative. A I'age de Gbe C) et 9 (graphe D) mois, cette
superposition est encore observée, malgré le pibtefnombre d’animaux. Il est intéressant
de noter que les chiens suivent des parcours @liffér. certains s’éloignent progressivement
du nuage de chiens sains, signant une aggravagiteudlocomotion (Dmon, Dlice, Dluge ou
Dk par exemple), tandis que d’autres, apres s'enédbignés, s’en rapprochent aux temps les
plus tardifs (Dbrouille, Eboum, Didon ou Daltony gxemple).
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Figure 28 : Accélérométrie - suivi longitudinal - évolution des chiens

GRMD sur le plan d’ACP calculé pour les adultes
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Les animaux actifs pour I’élaboration de ce plan d’ACP sont les animaux utilisés dans

I"étude sur chiens adultes. Ils sont représentés ici par des cercles gris pleins pour les

GRMD, et vides pour les chiens sains. Les chiens en croissance ont été projetés comme

individus supplémentaires, et sont représentés par les symboles qui leur sont associés

(tableau 8). A : projection des chiens de 2 mois ; B : projection des chiens de 4 mois ;

C : projection des chiens de 6 mois ; D : projection des chiens de 9 mois.
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Afin de quantifier le déplacement des chiens supléen d’ACP et de disposer d’'un index
global de locomotion, la distance euclidienne dacan des chiens par rapport au centre de
gravité des chiens sains du méme age a été calctedle-ci est augmentée chez les chiens
GRMD en comparaison des chiens sains, des I'agdede& mois (p = 0.0002), et cette
différence se maintient aux temps suivants (p 0@Oa tous les temps). La distance
euclidienne chez les chiens GRMD augmente avee,'&gis de maniére non significative
(effet age : p = 0.0728). Le graphe de la figuren&htre I'évolution de ce paramétre avec

'age chez les chiens GRMD, en comparaison desistsains.

Figure 29 : Accélérométrie - suivi longitudinal - évolution de la distance
euclidienne au centre de gravité de la population normale, chez les chiens

GRMD en comparaison des chiens sains
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Les chiens GRMD sont représentés par leurs symboles propres (tableau 8), par
comparaison avec la moyenne (ligne grise) + 1 écart-type (lignes noires, espace grisé)

des chiens sains
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Corrélation des différentes variables au score clin ique moteur

Les résultats obtenus pour les coefficients deétairon de Pearson au score clinique moteur
des différentes variables montrent que toutes deislies sont significativement corrélées au
score clinigue moteur, sauf la puissance dorsorakntrelative et la régularité. Ces
corrélations sont inverses, sauf pour la puissamedio-latérale et la distance euclidienne, qui
sont les seules variables positivement corréléessqpe leur valeur augmente avec
I'évolution de la maladie, tout comme le score mate

Les valeurs de coefficients de corrélation, quufent dans le tableau 10, ne sont cependant
pas trés élevées, signant des corrélations peuwdesglans I'ensemble. La vitesse, ainsi que
la longueur des foulées, normalisées par la haukeugarrot, montrent néanmoins des

corrélations intéressantes (respectivement R 4-0:6.65 ; p < 0.0001).

Tableau 10 : Accélérométrie — suivi longitudinal — coefficients de

corrélation au score clinique moteur obtenus pour les différentes variables

VIHG FC LF/HG | Reg PT PDV/IPT PCC/P[T PML/RT Force o
R -0.61 -0,48 -0.65 -0.07 -0.51 -0.10 -0.33 0.46 -0.45 0.46
p <0.0001 | <0.0001| <0.0001| 0.4292 | <0.0001 | 0.2816 0.0002 <0.0001 | <0.000) <0.0001

La premiére ligne de résultats contient les valeurs obtenues pour le coefficient R de
corrélation de Pearson au score clinigue moteur, pour chacune des variables, et la
deuxiéme ligne le niveau de significativité associé. Les résultats significatifs figurent en

gras.

Abréviations utilisées : V/HG : vitesse, normalisée par la hauteur au garrot ; FC :
fréquence des cycles ; LF/HG : longueur des foulées, normalisée par la hauteur au
garrot ; Reg : régularité ; PT : puissance totale ; PDV/PT : puissance dorso-ventrale,
normalisée par la puissance totale ; PCC/PT : puissance cranio-caudale, ,normalisée par
la puissance totale ; PML/PT : puissance médio-latérale, normalisée par la puissance

totale ; Dy : distance euclidienne au centre de gravité des chiens sains.
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Capacité comparée des différentes variables a expli quer la
dispersion de la population

Evaluer la capacité des différentes variablesramstrire quantitativement I’hétérogénéité de
la population GRMD permet également d’appréhenaeehsibilité de chacune des variables
a des différences entre animaux. La comparaisorcoefficients de variation obtenus pour
les différentes variables et a chaque age permeiod#ionner les variables les unes par
rapport aux autres suivant leur capacité a dispéaspopulation. Le graphe de la figure 30
illustre cette comparaison. A sa lecture, il apftarae la puissance totale est, de maniére trés
nette, la variable pour laquelle les coefficients \driation sont les plus importants. Des
variables telles que la régularité, la fréquence dgcles ou la longueur des foulées
témoignent en revanche de maniere moins importsnta dispersion des individus. De plus,
il est important de souligner que de nombreusesias d’accélérométrie expliquent, mieux
gue le score clinique moteur, la dispersion deojautation.

Figure 30 : Accélérométrie - suivi longitudinal - évolution des coefficients

de variation des différentes variables avec I'age chez les chiens GRMD
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D. Discussion

L’accélérométrie, utilisée et évaluée ici commeilodtanalyse de marche chez le chien
GRMD, a montré dans cette étude qu’elle pouvaibmélpe a la majorité des critéres du cahier
des charges, énoncés en introduction. En effet, aygparente simplicité de mise en
application s’est avérée réelle : la phase d’afgE®age, a une exception prés s’est révélee
tres rapide, et peu d’animaux se sont montrés géaeke dispositif de mesure. De plus, des
tracés exploitables ont été obtenus a la trés grandjorité des tests. La durée du test,
d’environ 15 minutes du moment ou le chien est sierisa cage, jusqu’au moment ou il y est
replacé, est également une preuve évidente demlplisité d’'utilisation de cette méthode,
surtout si 'on compare ce temps d’examen aux terapportés pour la cinématique par
exemple. Ainsi, alors qu’il est possible d’évalupratre chiens environ en une heure par
accéléromeétrie, une journée entiére de travail eempt d'évaluer que trois patients en
cinématique (Simon 2004). Etant donnée la fatigébiles chiens GRMD, cet élément
constitue un atout essentiel de la méthode décritenfin, la phase d’analyse des tracés peut
étre qualifiée de rapide, puisqu’une fois la zoredatomotion stabilisée sélectionnée sur le

tracé d’accélérations dorso-ventrales, un clicisaf€alculer 'ensemble des variables.

Un autre critere énonceé dans le cahier des chaétgéd aptitude de la méthode de mesure a
détecter des anomalies de locomotion chez le dBRNMD, et a les quantifier. Sur ce point
encore, la méthode choisie s’est avérée efficalmenombreuses variables se sont montrées
capables de distinguer, de maniére souvent trashée, les chiens GRMD des chiens sains,
et ce, a 'age adulte comme au cours de la craissdde surcroit, ce fossé existant entre les
deux groupes d’animaux n'empéche pas les variabtadiées de détecter de maniere
quantitative des différences entre chiens a l'iatérméme de la population GRMD, et de
refleter ainsi I'hétérogénéité de cette maladiga déen décrite, mais jamais réellement
guantifiee (Ambrosio et al. 2009, Valentine et1&#l88).

Cette étude constitue le premier travail publiéplayant I'accélérométrie comme outil

d’analyse de marche chez le chien. Aussi, il ést@ssant de confronter les données obtenues
a celles présentes dans la littérature. Chez kencliés données disponibles et comparables
sont essentiellement la vitesse, la fréquence yldescet la longueur des foulées, calculées a
partir d’enregistrements de cinématique. Les domrad#enues pour ces variables chez les

chiens adultes de la présente étude ont été coagpareelles publiées dans deux articles
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différents (Allen et al. 1994, Gillette and Zeb&99), choisis pour leurs valeurs de vitesse
imposée proche de celle spontanément employée gzarchiens sains décrits ici. La
comparaison de ces résultats est présentée deatddau 11. Il est intéressant de noter que la
vitesse des chiens sains, intermédiaire entre deledeux études considérées, est expliquée
par une fréquence de cycle et une longueur dedswdgalement intermeédiaire. Il existe donc
une cohérence entre les données obtenues ici eBeghlens sains par accélérométrie, et
celles publiées chez des chiens de méme type rpaiatinématique. La valeur moyenne de
régularité obtenue chez les chiens sains adultég a&comparée a celle obtenue chez des
patients d’age compris entre 20 et 29 ans (Auveiedl. 2002). En effet, aucune donnée
concernant cette variable n’existe dans la littéeatchez le chien. De plus, connaissant la
méthode de calcul de cet index, la nature bipédeuadrupéde de la locomotion ne doit pas
modifier la valeur obtenue, et une comparaisonirparte peut donc étre effectuée entre les
deux especes, du moins pour les allures a deuxstétrgt chez le chien vs marche chez
’homme). La régularité moyenne s’avere quasimetgniique entre les deux especes,

puisqu’un écart de deux points seulement est oéserv

En résumé, les données obtenues chez les animiagxssat en adéquation avec les données
existant dans la littérature, ce qui représentangnment en faveur de leur validité, dans un
contexte ou la méthode de mesure n'a pas été ealidas I'espece canine, par comparaison
directe avec I'un des gold-standards que sontiguétou cinématique. Ce point constitue

d’ailleurs une limite de cette étude, qui sera dberplus loin.

Sur les chiens GRMD, rares sont les publicatiommp#ant la méme comparaison, puisque la
premiére étude d’'analyse de marche publiée damsockele a été le travail de comparaison
chiens sain-chiens GRMD adultes présenté ici (B#&thy et al. 2009). Néanmoins, une
étude de cinématique sur des chiens GRMD, aduljeserdent, a été publiée quelques
semaines plus tard, et permet de comparer lessegade ces animaux, qui sont dans les deux
cas choisies par I'individu étudié (Marsh et al1@D Cette comparaison permet de mettre en
évidence que les chiens GRMD adultes de I'étudeirematique marchent en moyenne plus
vite que les chiens GRMD considérés ici, alors cgee mémes chiens sont en moyenne plus
petits. Cette nette différence peut s’expliquerysa atteinte clinique plus prononcée dans le
groupe de chiens francais que dans le groupe amréritaduisant peut-étre une divergence
d’évolutions entre les deux colonies, ayant potrtane origine commune, mais des
évolutions paralléles depuis de nombreuses anGétie différence de vitesse peut également

s’expliquer par le fait que, dans I'étude de cintgue, les chiens étaient tenus en laisse,
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donnant moins de sens au terme de vitesse chagid’gnimal. Une vitesse d’ 1 m/s
constituant un pas trés lent pour un opérateur muf@avinet et al. 2002), il est possible que
le guidage par la laisse ait contribué a poussethéens a accélérer.

Tableau 11: Comparaison des données obtenues dans cette étude chez les

chiens adultes aux données existant dans la bibliographie

Vitesse Fréquence Longueur de§ Régularité Vitesse Hauteur au
chiens saing cycles chieng foulées chiens sains | chiens garrot chiens
(m/s) sains (/s) chiens saing GRMD (m/s) | GRMD (m)

(m)

Moy (ET)|2.42(0.36) | 2.15(0.14)| 1.13(0.12 330.7 (27.5)7500.32) | 0.54 (0.05)

présente

étude

Moy (ET)|1.95 (0.08)] 1.88 (0.14)| 1.01 (0.06) 328.7 (38.0) 1.18 (0.34)| 0.49 (0.04)
données (Allen et al| (Allen et al| (Allen et al| (human (Marsh et al.| (Marsh et al
littérature 1994) 1994) 1994) subjects) 2009) 2009)

(Gillette and| (Gillette and| (Gillette and | 2002)
Zebas 1999) Zebas 1999) Zebas 1999)

Abréviations : Moy : moyenne ; ET : écart-type

Les difféerentes variables étudiées ont permis Hl&taine histoire naturelle quantifiée de
I'évolution de la locomotion chez le chien GRMD, ltge de 2 mois, considéré comme I'age
d’apparition des premiers signes cliniques locomnstea I'age adulte.

Deés I'age de deux mois, et jusqu’a I'age adultejitesse spontanément adoptée par le chien,
c'est-a-dire sa vitesse de confort, est effond@stte perte de vélocité s’explique dans un
premier temps par une réduction majeure de la lemgdes foulées, des I'dge de deux mois,
et qui continue de diminuer jusqu'a I'age adulta.d€but d’évolution, seule cette diminution
de longueur de foulée explique la perte de viteSaeeffet, a ce stade, la fréquence des cycles
n'est pas diminuée chez tous les animaux. Certdiegtre eux parviennent méme a
laugmenter de maniére importante, maintenant anse stade une vélocité subnormale.
Cette augmentation de fréquence est a relier didation du galop dit « en bonds ». Cette
allure particuliere, basée sur une propulsion syoreh des deux antérieurs puis des deux
postérieurs (annexe 1), est une allure primitivesmmalement employée, chez les grands
mammiféres tels que le chien, exclusivement daphases d’accélération et de décélération
précédant et suivant un galop circulaire (Waltet @arrier 2007). Le maintien de cette allure
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comme allure stabilisée de prédilection chez lésnshGRMD pourrait étre interprété comme
une stratégie leur permettant de produire davandageuissance en utilisant deux membres
synchronisés, et d'éviter les phases d’appui swsewh membre, que leur imposerait un galop
circulaire classique (Rocha-Barbosa et al. 2009t&vand Carrier 2007) (annexe 1). Ce n’est
donc que dans un deuxieme temps que I'ensembletdess diminuent leur fréquence de

cycles locomoteurs, participant ainsi un peu plisserte de vitesse.

En liaison avec cette diminution de vitesse, lasgamce totale est également effondrée de
maniére précoce. Il s’agit ici d’'une des variables plus discriminantes, et ce, a tout age.
Cette perte de puissance constitue donc, tout colawitesse et la longueur des foulées, une
modification primaire de la locomotion du chien GRM_a puissance étant un produit de la
vitesse et de la force, cette diminution pourraxgliquer simplement par la chute de vitesse.
Afin de vérifier cela, I'index nommé force relatiear exprimé en N/kg), calculé en
normalisant la puissance totale par la vitesség @réé. Cet index s’est avéré étre également
diminué, dés les stades précoces de I'évolutidia dealadie. Ceci permet donc d’expliquer la
tres forte diminution de la puissance totale paetiuction de la vitesse, mais également par

I'effondrement de la force générée au cours dedarhotion.

Cette puissance totale effondrée a tout age, bestiébut d’évolution, de maniére homogene
dans les trois axes. Rapidement, une chute dadagmce dorso-ventrale, donc de I'impulsion
verticale, est observée. Puis, une redistributiercette puissance dorso-ventrale vers 'axe
médio-latéral est mis en évidence. Chez certaiimgarx, cette situation se maintient, et chez
d’autres, la puissance dorso-ventrale relative fiar se normaliser a des stades tardifs (aprés
9 mois), tandis que la puissance cranio-caudalgeclau son tour, toujours avec une
redistribution médio-latérale. Le premier évenementi est la chute de puissance dorso-
ventrale, traduit une faiblesse de propulsion, egirésente un point commun avec les
caractéristiques locomotrices observées dans lel@deNM. Les chiens CNM présentent,
comme les chiens GRMD, une faiblesse musculaireemuaine probablement un défaut de
propulsion verticale, démontré par la diminutionportante de puissance dorso-ventrale
relative, sans chute de la puissance totale. Néasmsi la démarche des chiens CNM est
effectivement peu sautillante a I'eeil, et donne impression globale d’hypotonie, elle n’est
jamais raide, comme elle peut I'étre chez le cH&@RMD. La puissance medio-latérale
relative, qui augmente progressivement dans ce Ieottaduit et quantifie le balancement
qui se produit au cours de la locomotion des ch@&R&D, et qui contribue a I'impression de

raideur percue par I'observateur. Cette augmemat@puissance medio-latérale relative peut
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probablement étre mise en relation avec les cantex et ankyloses articulaires entravant la
souplesse de mouvements durant la locomotion. Nuotam il est fréquent d’observer une
ankylose des antérieurs en abduction, ainsi queddésultés a fléchir les articulations
proximales, ce qui entraine des mouvements dercaaation des membres durant la marche.
Par ailleurs, le balancement observé durant lanhation des chiens GRMD, et quantifié par
la puissance médio-latérale relative, pourrait @éie en relation avec une nécessité pour
'animal de se stabiliser au cours de la phase @®éqlilibre du cycle locomoteur, en
supportant son poids de maniere importante d’'ué@ pour permettre au membre controlatéral

d’effectuer son mouvement de protraction.

Il s’agit la de 'une des nombreuses similitudes mpuvent étre relevées, entre les stratégies
de locomotion employées par les patients attei@tBMD et les chiens GRMD. En effet, les
patients atteints de myopathie de Duchenne augmetger polygone de sustentation,
positionnent leurs bras en abduction et montrenbalancement des épaules au cours de la
marche (D'Angelo et al. 2009, Sutherland et al.1)98es éléments sont supposeés étre des
adaptations pour maintenir I'équilibre. Cette mmdifion n’est cependant pas la premiere
chez les patients, qui commencent par diminuer lleugueur de foulée (Sutherland et al.
1981) (D'Angelo et al. 2009), puis leur fréqueneecycles locomoteurs (Sutherland et al.
1981). Cette évolution n'est pas sans rappelee citrite ici chez les chiens GRMD. Ainsi,
au-dela des difféerences majeures de locomotion ppuvent exister entre bipédes et
guadrupédes, il est surprenant de constater quhérae maladie entraine des conséquences
sur la locomotion, ainsi que des stratégies d'admpt identiques dans deux espéces
différentes, l'une bipede et lautre quadrupede.pédelant, la perte de locomotion,
systématique chez le patient, reste beaucoup ptaschez le chien, bien que concernant une
partie importante de la population de chiens GRMDcette étude. Ceci s’explique tres
probablement par le fait que les patients finisgent atteindre un stade, auquel ils ne sont
plus capables de développer des stratégies de osatpm de la phase de déséquilibre de la
marche, et sont donc contraints a l'usage du fduteulant. La quadrupédie confere
probablement au chien GRMD une protection vis-ades cette perte de la gestion de
I'équilibre au cours de la marche.

C’est probablement la raison pour laquelle la régid ne représente pas la variable la plus
discriminante chez le chien GRMD. Cet index estrildomme diminué chez des patients
sujets aux chutes, donc aux pertes d’équilibred®ail and Cavanagh 2001, Hausdorff et al.

1997). La perte de régularité est attribuée chez paients a une moindre coordination
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motrice, qui conduit a des difficultés a produires dadaptations rapides en cas d’obstacle.
Certains chiens GRMD chutent également lors ducfressement d’'un obstacle, ou méme au
cours de la locomotion. Ceci expligue probablemanperte de régularité chez certains
individus plus touchés, et notamment la diminutimaotale de cet index avant une perte de
locomotion, qui traduit dans ce cas la difficul#@ lthnimal a maintenir un équilibre et une
stabilité au cours de la marche, difficulté quiresente trés probablement la cause de la perte
de locomotion. Chez les patients atteints de DM&, index n’a jamais été évalue, faute
d’études employant I'accélérométrie, mais il estbable que la régularité soit diminuée chez
ces individus, qui sont sujets a des chutes frégsettes le début de leur maladie, et perdent
progressivement leur capacité a maintenir un dareilcorrect durant la locomotion (Yiu and
Kornberg 2008).

Parmi les nombreuses variables étudiées, certginésentent davantage d’intéréts que
d’autres, suivant les situations rencontrées, ®tolgjectifs énonceés. Ainsi, I'utilisation de
variables altérées précocement telles que la eitdaspuissance totale ou la longueur des
foulées, peut étre envisagée dans le cadre dduai@n d’animaux inclus tres tét dans des
essais thérapeutiques, qui pourraient permettrngréeenir les modifications primaires de la
locomotion de ces animaux. Un bénéfice apporté ymatraitement administré en phase
néonatale pourrait donc étre démontré dés I'agdedsx mois par une amélioration de ces
variables par rapport a un groupe de chiens nategraraduisant alors probablement une
moindre faiblesse locomotrice. L'utilisation de gceémes variables pourrait également étre
envisagée pour évaluer une «réversion » de ladiealaprés un traitement plus tardif.
L’amélioration de ces anomalies primaires de lodionopourrait étre considérée comme un
argument en faveur d'un bénéfice clinique, voireund@ guérison, suivant le degré

d’amélioration constaté.

Parallelement, les variables traduisant des anemalkcondaires de la locomotion, c’est-a-
dire celles altérées plus tardivement, telles quedlquence des cycles ou encore la puissance
médio-latérale relative, présentent également téréh En effet, leur suivi au cours d'un
essai thérapeutique peut permettre de mettre elerdse un effet préventif du traitement sur
les altérations tardives de la locomotion, et dgmobablement sur les ankyloses et

contractures, qui sont responsables de ces attésati

Dans ce contexte de multiplicité d’altérations deldcomotion et de variables étudiées,

I'utilisation d’'une variable unique permettant defléter le niveau de I'ensemble des
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variables, et de simplifier l'interprétation etlisibilité des données a été proposée. L’analyse
en composantes principales, méthode d’analysevarilie, a été utilisée a cette fin. Le choix
de projeter les individus en cours d’évolution coenimdividus supplémentaires sur le plan
d’ACP défini par les chiens sains et GRMD adulesté fait afin de pouvoir situer les
individus au cours du temps dans un méme espapartk de la position des individus dans
'espace a sept dimensions, la distance euclidisgparant chacun des chiens du barycentre
des animaux sains du méme age a été calculée.welrnindex, déja utilisé comme variable
globale dans des études d’analyse de marcheyanéac« index de normalité » (Romei et al.
2004, Schutte et al. 2000), a démontre ici sa c¢pacdistinguer les chiens GRMD des
chiens sains et a suivre un chien GRMD au coutsmps.

Le choix d’une variable plutét que d’'une autre pégalement étre discuté en fonction de la
capacité de cette variable, soit a discriminer dmiare trés nette les chiens GRMD des
chiens sains, afin de pouvoir mettre en évidensectieens traités qui « s’échapperaient » du
groupe de chiens GRMD pour rejoindre le groupeldens sains, soit a détecter de maniere
sensible une évolution fine de la locomotion. Cende point a été apprecié indirectement par
I'évaluation de l'aptitude de chaque variable &idggier les animaux malades les uns des
autres, dans le contexte d’'une hétérogénéité aknigter-individuelle marquée connue dans
ce modele. Sur I'aspect discriminant des varialpesyent étre citées la vitesse, la longueur
des foulées, la puissance totale, la force ou &adce euclidienne, quel que soit I'age
considéré. Sur le second point, si les coefficiel@svariation obtenus pour I'ensemble des
variables permettent de traduire I'hétérogénéitéiqtie, dans la mesure ou ils sont nettement
supérieurs a ceux obtenus dans la population témentains index dispersent davantage la
population, suggérant une meilleure sensibilit&@sCpar exemple le cas, chez les chiens en
croissance, de la puissance médio-latérale relativeplus particulierement, de la puissance

totale.

Il est donc intéressant de souligner que la pusantale est une variable qui présente le
double intérét d’étre extrémement discriminanteeeohiens sains et chiens GRMD, et d’étre
malgré cela tres sujette a variations entre ch@R#D, donc probablement une des plus
sensibles. Il est probable que ces qualités stiesg au fait que la puissance totale est une
variable modulée par de nombreux paramétres meditez le chien GRMD. En effet, la
puissance étant un produit de la vitesse par laefosa valeur sera modifiée par les
constituants de la vitesse que sont la longuela B&quence des cycles, et également par la
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force générée par I'animal. Pour I'ensemble derae®ns, la puissance totale constitue une

variable de valeur pour I'évaluation de la locorantdu chien GRMD.

La tres grande majorité des variables présententilaurs des coefficients de variations
supérieurs a ceux calculés pour les scores cliniguateurs. Les variables d’accélérométrie
expliguent donc mieux, pour la plupart d’entre ll&a dispersion de la population GRMD

gue ne le fait le score clinique.

Afin de déterminer si les variables étudiées sapiables de refléter un état clinique moteur
global de l'animal, des coefficients de corrélatientre les valeurs obtenues pour ces
différentes variables et le score clinique motenir &é calculés. Il apparait, chez les adultes
comme chez les chiens en cours d’évolution, qudesetnois variables sont réellement
corrélées au score clinique : la vitesse, la longdes foulées et la puissance totale. Ceci peut
s’expliquer par le fait que la vitesse de marchi&adbngueur des foulées sont des éléments
gue percoit inconsciemment I'opérateur qui effealnescore clinique, et qu’ils constituent
tres probablement des criteres de jugement de #it€ule la démarche. Cependant, la
locomotion en soi ne constitue qu’un seul itemlesronze que compte le score moteur. |l est
donc plus probable que vitesse, longueur des feudéepuissance totale soient davantage
influencées que les autres variables par les amesndé posture (palmigradie, plantigradie,
ecartement des doigts, report de poids sur I'ayaartexemple, qui représentent la moitié des
items du score moteur. Pour conclure sur ce paettaines variables d'accélérométrie
évoluent dans le méme sens que le score cliniqgieumae qui suggéere que lI'accélérométrie
détecte des évolutions similaires a celles obsereésemi-quantifiées par I'opérateur, mais
les corrélations restent peu prononcées, probableeneliaison avec le fait qu’accélérométrie

et score clinique moteur n'apprécient pas les mé&t@nsents de la fonction motrice.

Cependant, les variables d’accélérométrie permtettemnme le score clinique, de dégager
différents profils d’évolution. En effet, si desraetéristiques communes d’évolution de
chaque variable chez les individus malades peldtemtdégagées, ces évolutions varient d’'un
individu a l'autre. L'hétérogénéité clinique existadans la population GRMD a déja fait
I'objet de description et de classifications erfaténtes formes cliniques (Ambrosio et al.
2009, Valentine et al. 1988). L'opportunité de isal cette classification, cette fois de

maniére quantitative est donc apportée par la ptésgude.
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Un premier profil peut étre dégage : celui desmhigui perdent la locomotion (10 sur 24 ici).

Cet événement est survenu, dans tous les cas £tadant 'age de 6 mois. Il est intéressant
de noter que, de I'age de 2 a I'age de 6 moisanaraux présentent des évolutions similaires
en termes de variables de locomotion. Pour lagirésde majorité de ces variables, ces chiens
tres touchés sur le plan moteur montrent une é&woluaccelérée et une atteinte plus

prononcée au terme de leur évolution que les aghiens étudiés. Ainsi, leur vitesse, leur

fréquence et longueur de foulée, leur puissana@@etatu encore leur régularité chutent trés
rapidement, et a des niveaux inférieurs a ceuxnédtpar les chiens de 9 mois ou adultes.
semble également que certaines variables (vitas$eéquence des cycles) soient déja a des
niveaux inférieurs chez ces chiens a I'age de aeais. Ce point sera ré-abordé au chapitre

concernant les marqueurs prédictifs de la maladie.

Un second profil, représenté par des chiens tedshijuon, Eaudvy, Ebam, Eboum ou Ercule
est dessiné par une chute progressive et régul@ta puissance totale, de la vitesse, de la

longueur et la fréquence des cycles.

Un troisieme groupe d’animaux, comprenant Dluge, Dkce et Didon, correspond a des

animaux qui, malgré une chute progressive de lguear des foulées, restent capables de
maintenir un certain temps (variable d’'un individwn autre) une fréquence de cycle tres
élevée, avant que celle-ci ne chute brutalemerd.caeactéristiques sont liees au maintien de
I'aptitude a effectuer un galop en bonds régujiesgu’a un stade parfois tardif. La perte de la
capacité a accomplir cette allure entraine uneucastans I'évolution de certaines variables,

et en particulier de la frequence des cycles.

Le dernier groupe de chiens, représenté par dalixidiis, Dbrouille et Dalton, montre un
profil un peu plus particulier. En effet, aprésdébut d’évolution semblable a celui du second
groupe, c'est-a-dire une chute progressive deérdiftes variables, ces deux chiens montrent
une amélioration également progressive de leurnimtion. Ces deux cas soulignent la
nécessité de considérer avec précaution une aat#iordiscréte de la locomotion chez des

chiens GRMD en cours d’essai thérapeutique.

De la méme facon, il est important d’avoir en mémdors de I'analyse de données de chiens
en cours d’évaluation dans un essai pré-clinique,quelques rares chiens GRMD présentent
tres peu d’anomalies phénotypiques. Le chien T-&aldié parmi la population de chiens

adultes, en est un représentant. Comme dans dmetgja décrits (Ambrosio et al. 2008), ce
chien, a I'age de 5 ans, était capable de sautd® sé maintenir sur ses deux postérieurs. Un

observateur non averti aurait pu ignorer sa malddie valeurs obtenues pour ses variables
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d’accélérométrie ainsi que sa position bien paligoe sur le plan d’ACP témoignent de son
atteinte modérée. Néanmoins, il convient de soaligiue sa position, inhabituelle pour un

chien GRMD, ne se confond toutefois pas avec célie chien sain.

Outre ces quatre profils-types, il faut noter égedat les variations importantes qui peuvent
exister chez certains animaux en croissance, @&sina I'autre, donnant un aspect « en dents
de scie » aux graphes représentant I'évolutiordd&sentes variables. Si la répétabilité de la
meéthode chez des animaux adultes cliniquementlistzbia été démontrée, ceci n’'est, de
maniéere évidente, pas le cas chez les animauxogssance. Cet élément est probablement a
mettre en relation avec les fluctuations de I'é¢g@méral de ces jeunes animaux d'un jour a
'autre. Cela souligne également la nécessitée d'exe répétes et rapprochés dans le temps
sur un animal jeune en suivi, ce qui est renduiplespar la simplicité de mise en ceuvre, et le

caractere non invasif de la méthode de mesureiehois

Si cette étude a demontré l'intérét de I'accélémmméomme outil d’analyse de la locomotion
du chien GRMD, et a permis de décrire de manieentfiee les anomalies locomotrices
présentes dans ce modele, elle présente cependantindites qu’il est nécessaire de

mentionner.

En premier lieu, la méthode n’a pas été réellematitiée, au sens le plus strict du terme,
dans l'espece canine. Comme mentionné en intramhyctcette étude est la premiere
employant I'accélérométrie comme outil d’analysentirche chez le chien. La fiabilité et la
précision des mesures auraient donc di étre éwlpmlablement sur chiens sains, par
comparaison avec un outil de référence tel queni@tique ou la cinématique. Etant donné
gue ces données existent chez un quadrupéde, lalchet démontrent la validité de
'accélérométrie et des calculs de variable (Ledétual. 2002), cette étape de validation,
longue, fastidieuse, et nécessitant le cadre diborhtoire d’analyse de marche, n'a pas été

réalisée. Il n’en reste pas moins que cela comstite limite de cette étude.

Une seconde limite de I'étude réside dans le mamtjuemogénéité du groupe de chiens
sains adultes. En effet, 4 des 11 chiens sainsignéfaient des animaux non hébergés en
chenil, et dont les propriétaires s'étaient povidlentaires pour les faire participer a ces tests.
Or les chiens GRMD étaiemt contrario tous hébergés en chenil. Ce biais existant dans la
population témoin a, de surcroit, des conséqueéeeentes sur les résultats obtenus. En
effet, ces quatre chiens présentent de maniérareete les valeurs les plus faibles de la

population témoin, et donc les plus proches deesales chiens GRMD. Ainsi, leur vitesse
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ainsi que leur fréquence de cycle et longueur déeéosont inférieures a celles des chiens
sains hébergés dans les mémes conditions que iessc@&RMD. Ceci peut étre mis en
relation avec un probable manque de spontanéit ldarhoix de la vitesse par ces animaux :
leur éducation et leur interaction avec I'homméiédente de celle des chiens de chenil, les
poussent probablement a se calquer sur le rythnieplrateur, davantage que ne le font des
chiens moins imprégnés. Cette hypothese est réxdqgoar le fait qu'au sein méme de ce
groupe de quatre chiens, il est possible de diséingleux comportements locomoteurs
différents, suivant le degré d’éducation des anir@nsidérés. Spirou et Cayak, deux chiens
modérément éduqués (respectivement chien de comepagin chien-guide en cours
d’éducation) se détachent discretement de la ptpnldes chiens de chenil, tandis que Caid
et Chips, deux chiens-guides en fin de cursus édusant responsables des valeurs les plus
extrémes observées dans le groupe témoin. Si ¢ d@érimental représente une limite
conséquente de I'étude sur chiens adultes, leséqoeaces observées ne sont pas sans

intérét : elles témoignent d’'une sensibilité notatid cette méthode d’analyse de marche.

Une derniere limite de I'étude est le faible nombeschiens sains ayant participé au suivi
longitudinal. Initialement, comme pour les chiemilées, quelgues apprentis chiens-guides
devaient venir compléter ce groupe. Etant donnégsdnstations faites suite a I'utilisation
des données récoltées sur ces animaux a l'ageeadldt choix a été fait de réduire la
population saine du suivi longitudinal aux seulgenh « vrais » témoins, afin de respecter
I’lhomogénéité de ce groupe.

L’accélérométrie, comme outil d’analyse de locomotiprésente également, au vu de cette
étude, quelques limites. La premiére est son madgqueproductibilité inter-opérateur. Cette
partie de I'étude menée ici a en effet démontré ¢pse animaux modifiaient leurs
caractéristiques de marche en fonction de l'opérat®ans la mesure ou chacun des
opérateurs présentait un niveau différent d’expéeede la méthode d’évaluation, il est
difficile de déterminer si le manque de reprodulitéest lié a cette différence de niveau,
comme le suggérent les résultats, ou uniquementhamngement d’opérateur. Il peut
€galement étre envisagé que les chiens interagidg&remment avec des personnes qu’ils
connaissent plus ou moins, ou avec lesquellesiti$lmbitude ou non d’effectuer les tests. Il
en est de méme pour I'opérateur : il sera sanseduus a I'aise avec une méthodologie qu'il
connait bien d'une part, et un chien avec leque llhabitude de travailler d’autre part.
Toutes ces hypothéses participant probablement uokacun peu au manque de

reproductibilité démontré, I'importance de la colssance de I'outil par 'opérateur, et du
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binbme chien-opérateur est a souligner. Il est gmééerable qu’un méme animal soit suivi
par le méme opérateur au cours d’'un essai théligpeuiafin de ne pas biaiser les résultats
relatifs a I'évolution du chien par un effet opéatdémontré comme significatif.

Une autre critique qui pourrait étre faite a I'entte de la méthode utilisée concerne la
conception méme du test : le choix de la vitessd'@aimal, qui aboutit nécessairement a la
comparaison d’animaux évoluant a des vitessesstllieres différentes. Il est incontestable
gue, la vitesse influant sur I'ensemble des vaembdtudiées (sauf sur I'index de force
relative), ses fluctuations vont étre responsatiebeaucoup des variations observées sur les
autres variables. Eviter ces variations uniquentiéas aux différences de vitesse de marche
passerait nécessairement par la standardisaticelléeci, et donc par I'utilisation d’un tapis
roulant. Comme cela a été argumenté en introductiosage du tapis roulant et la
standardisation de la vitesse dans le contextédnigun 6GGRMD présentent deux problématiques
majeures : d’'une part, la phase d’apprentissagd, ept souhaitable d’éviter ici, et d’autre
part, la complexité que représenterait le choind’vitesse standardisée. En effet, considérant
d’'une part I'hétérogénéité de la population GRMDd'autre part I'éloignement des vitesses
de confort des chiens GRMD de celles des chienassdiutilisation d'une vitesse
standardisée non seulement entre GRMD, mais ang& ehiens GRMD et sains n’aurait
aucun sens. Pour mémoire, le chien GRMD adulteuéwblle plus lentement avait une vitesse
de 0.26 m/s, tandis que celle du chien sain évbligaplus rapidement s’élevait a 2.81 m/s.
De surcroit, la vitesse de confort, choisie pandiVidu, est un critere reconnu comme
présentant une signification clinique et un intétéhs le suivi des patients (Guralnik et al.
2000).

Dans ce contexte alors, pourquoi ne pas simplegst@ohométrer les chiens et utiliser cette
variable seule ? Simplement parce qu’elle ne pepastd’expliquer toutes les anomalies de
locomotion rencontrées chez le chien GRMD. Ainsi paemple, détecter qu’un chien
GRMD augmente sa vitesse en augmentant sa longieefoulée plutét que sa fréquence a
une signification clinique de taille : 'augmentati de longueur de foulée n’est en effet pas
une stratégie employée par le chien GRMD pour anggnesa vitesse ; si cela se produisait
sur un chien en cours de traitement par exemplaeiit capital de disposer de cette
information, alors que ces éléments resteraiemnings avec une simple mesure de la vitesse.
Par ailleurs, et dans le méme sens, la puissatale,toertes modulée par la vitesse, n'est pas
effondrée chez le chien GRMD uniquement parce eusechiens marchent moins vite. Les

valeurs de force relative le prouvent. Le choix rae pas standardiser la vitesse, partagé
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d’ailleurs par I'équipe qui a publié ses résuldscinématique sur le chien GRMD (Marsh et
al. 2010), a été fait par volonté d'obtenir desuliéss les plus proches possibles d’'une réalité
cliniue. Contraindre un chien sain a évoluer a/5 par exemple, ou pousser un chien
GRMD trés touché a marcher a cette vitesse, etigrsginsi de le faire chuter, est apparu
absurde. Les résultats obtenus démontrent queategions de vitesse ne sont ni a considérer
de maniere unique, ni responsables de toutes tessanodifications observées. La recherche
d’'une signification clinique des résultats est égant celle qui a motivé le choix de

conserver a chaque test l'allure la plus régulieansidérée alors comme l'allure la plus

naturelle pour I'animal, a laquelle il évolue ave@lus d’aisance.

Un dernier point critique concernant l'outil est'ime peut plus étre utilisé dés lors que
'animal a perdu la locomotion. Ceci semble étre @midence, puisque sans locomotion, il est
effectivement difficile d’envisager de I'évaluert ee, quel que soit l'outil envisagé.

Néanmoins, cela constitue une problématique réle un suivi dans le cadre d'un essai
pré-clinique. Les chiens perdant la marche « sbrteen effet des statistiques a partir du
moment ou ils ne peuvent plus étre évalués, ceanstitue un biais de taille sur les résultats
qui seront produits. Ce probléme est, une nouv¥eie un point commun avec ce qui pourrait

se produire chez des patients en essai clinique.

bY

Le chien GRMD peut aussi se révéler un modeéle yiber répondre a ce genre de
problématique. L’hétérogénéité phénotypique, umipoommun avec les patients atteints de
DMD, en est une autre, de taille. Grace a cettdegtelle a pu néanmoins étre documentée de
manieére quantitative, ce qui constitue un premigs pers la maitrise de cette variabilité

clinique.
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Annexe 1 : Atlas de tracés dorso-ventraux-
types chez les chiens sains et GRMD.

A. Allures rencontrées chez les chiens sains
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Les symboles de pattes de chien noirs représentent le ou les membre(s) propulseur(s)
responsable (s) du pic d’accélération dorso-ventrale observé.
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C. Exemples de modifications possibles des tracés

oooooooooooooo

Boiterie

boiteux

thlmn i %W%%ﬂ
U]H'!”’”WH’

boiteux

Rotation du dispositif de mesure :




Noter le faible niveau des accélérations dorso-ventrales (ici trot chez un chien
sain, en haut, tracé noir), et I'ampleur des accélérations médio-latérales (tracé
gris clair en bas a droite). Noter également la plus faible amplitude d’accélération
d’un pic dorso-ventral sur deux, liée au déplacement latéral de I'accélérométre le
long de la cage thoracique, qui capte alors davantage les accélérations produites
de ce cété que de l'autre, alors qu’en regard du sternum, les accélérations

produites sont homogenes, en I'absence de boiterie.
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III. Evaluation de la fonction

respiratoire

A. Introduction

Apres la locomotion, la fonction recrutant le ptiesmuscles est tres probablement la fonction
respiratoire. Chez les patients atteints de dykteomusculaire de Duchenne, elle constitue
un véritable enjeu thérapeutique. En effet, l'ifisaihce respiratoire, qui s’installe aux stades
tardifs, est responsable du déces de la majorie mkients (Manzur et al. 2008).
D’installation progressive et d'évolution inexorabl(Yiu and Kornberg 2008), cette
dysfonction, lorsqu’elle atteint un certain degeénstitue également un critere de mauvais
pronostic de survie (Manzur et al. 2008, Phillipsle 2001, Yiu and Kornberg 2008). Enfin,
une meilleure connaissance et gestion de la famcéspiratoire, alliée a la mise en place de
systemes d’assistance de cette fonction, notamnmmitirnes, ont permis I'allongement de
'espérance de vie des patients atteints de DMBeg au cours de ces derniéres années
(Kohler et al. 2005). Tous ces éléments témoigdentimportance de cette fonction et de
'enjeu thérapeutique qu’elle représente, tant g@r importance clinique, que par le défi
gu’elle constitue sur le plan de la distributiorum’agent thérapeutique, a I'ensemble des

muscles impliqués.

Chez le chien GRMD, la fonction respiratoire estlément touchée, comme le démontrent la
respiration abdominale, les mouvements discordamite les muscles abdominaux et la cage
thoracique, ou encore 'augmentation excessiveadetjuence respiratoire apres un exercice
modeéré (Valentine et al. 1988) qui peuvent étreenles dans ce modele. Le diaphragme,
muscle respiratoire majeur, est 'un des musclesplas précocement et fortement touchés
(Nguyen et al. 2002, Valentine et al. 1990). Sy ideliographies de thorax, il peut apparaitre
anormalement caudal, asymétrique, et festonné (Bruweh al. 2006). Les complications
respiratoires que constituent les bronchopneumaopéesfausse deéglutition constituent par
ailleurs une cause de déces majeure des chiens GRMD autant, aucune équipe travaillant
sur le chien GRMD ne s’est penchée sur I'évaluatiercette fonction, alors que les stratégies

thérapeutiques systémiques, dont les essais sglmeult dans ce modele (Kerkis et al. 2008,

221



Kornegay et al. 2010, Sampaolesi et al. 2006, Yalattal. 2009), ont pour cible, outre la

fonction locomotrice, la fonction respiratoire, gaprésente la cause du déces des patients.

Chez les patients atteints de DMD, comme chez ceomffrant d’autres affections,
neuromusculaires ou pulmonaires, l'outil le plugisé est la spirométrie (Pierce 2005). Il
s’agit de mesurer au cours du temps les débitelatmes respiratoires. Le test d’expiration
forcée est le plus répandu : il peut permettreceyia I'obtention de données de deébit et de
volume sur la courbe obtenue lors de cette expimatorcée, d’évaluer la présence d'un
trouble ventilatoire ou la présence d’'une grandeldase des muscles respiratoires. Chez les
patients atteints de DMD, ce test constitue le gyped outil de suivi de la fonction
respiratoire, associé bien entendu a d’autres resdetles que la gazométrie sanguine, ou
encore la polysomnographie. Aux stades précocesolisomnographie permet de détecter
les apnées du sommeil qui interviennent initialemeirant le sommeil paradoxal
uniqguement, et deviennent responsables d’hypereaprfyiu and Kornberg 2008).
Néanmoins, la spirométrie permet des mesures faldgparametres permettant de décider la
mise en place d’'une ventilation assistée, ou enpen@ettant d’établir un pronostic de survie.
Chez les patients atteints de maladies neuromusesilées courbes débit-volume obtenues au
cours d'une expiration forcée mettent en évidentesyndrome restrictif : la capacité vitale
forcée diminue, tandis que le volume résiduel gansistant dans les poumons) augmente, en
liaison avec une faiblesse expiratoire. Le débpimtoire de pointe est également diminué
(Sharma 2009). Chez les patients atteints de DMD;apacité vitale forcée (volume total
expiré durant I'expiration forcée) est la varialtée plus utilisée. Suivant une évolution
normale jusqu’a I'adge de 10 ans environ (Yiu andriterg 2008), elle décroit ensuite entre 8
et 12 % par an (Phillips et al. 2001, Yiu and Karg2008). Elle est employée pour décider
de la mise en place d’'une assistance ventilatBinsk{by et al. 2010b), et constitue également
un critere pronostique de survie fiable (Manzurakt2008, Phillips et al. 2001, Yiu and

Kornberg 2008), ce qui renforce la valeur clinigigece parameétre.

Si la spirométrie reste I'outil de référence chezphtient, d’autres critéres et outils sont
également utilisés, tels que les gaz du sang, pmagpaphie, la mesure des pressions
maximales expiratoire et inspiratoire (maintien rd'effort expiratoire ou inspiratoire
maximale aprés obstruction des voies respiratgidlesmesure de la pression inspiratoire
nasale obtenue au cours d’'un sniff-test, débitrakgire de pointe a la toux (Perez 2006),
mesures en position couchée (Sharma 2009). Uneodefhlus invasive d’exploration de la

fonction diaphragmatique est la mesure des presdi@nsdiaphragmatiques, mesurées a
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I'aide de cathéters positionnés dans I'cesophafjiestbmac, apres stimulation percutanée du
nerf phrénique (Perez 2006). L’exploration de labititeé du diaphragme est également un
examen parfois réalisé chez les patients, dangttbde mettre en évidence une parésie de
ce muscle. Ceci peut étre réalisé par radioscepiggrposition de clichés radiographiques en
expiration et en inspiration (Fromageot et al. 20Radberts 2009) ou par échographie, ce qui

présente I'avantage de ne pas avoir recours awxsay (Toledo et al. 2003).

Chez le chien, et méme le chat, évaluer la fonatespiratoire a été envisagé dans quelques
publications, et quelques outils ont été dévelopgass I'objectif de quantifier les affections
respiratoires les plus courantes dans ces espéceschite chronique ou paralysie laryngée
chez le chien, asthme du chat. La problématiqu&gqsar I'évaluation respiratoire chez
I'animal provient du fait que les tests utiliseezi’Homme font tous (a I'exception de tests
invasifs tels que la mesure de pressions transdigptatiques) appel a la coopération et a la
volonté du patient, qui doit suivre des instructigorécises. Ceci n'est évidemment pas
envisageable dans les especes animales quelldegseient. Ainsi, d’autres alternatives ont
ete développées par quelques auteurs pour contazgrn@obleme (Hoffman 2007, Rozanski
and Hoffman 1999). L'outil le plus utilisé est lagse de courbes débit-volume en
respiration de Tidal (ou respiration spontanée) iAet al. 1986, Amis and Kurpershoek
1986). Pour ce test, un spirometre relié a un masgtiutilisé. Le museau du chien, conscient
au cours du test est placé dans ce masque et tits @ volumes au cours de cycles
respiratoires normaux sont enregistrés. Ces étmtegu mettre en évidence que I'aspect des
courbes débit-volume est modifié de maniére sppafi par les différentes entités
pathologiques pulmonaires (Amis and Kurpershoel61 98 extra-pulmonaires (Amis et al.
1986). Des index, calculés a partir de ces courbtiespermis de quantifier les anomalies
observées. Ce test présente 'avantage d'étremasif, simple et bien toléré, méme par des
chiens dyspnéiques. Ce méme test, utilisé chehdeat, a cependant montré une variabilité
importante, ce qui est moins le cas lorsqu’il €stlisé durant un exercice, sur tapis roulant
(Evans 2007). Une autre limite de ce test est emsikilité probablement faible en liaison
avec un volume résiduel potentiellement élevé (dentest pas le cas lors d'une expiration
forcée), pouvant contribuer a une mauvaise détedées obstructions faibles (Rozanski and
Hoffman 1999).

L'usage de cabines de pléthysmographie a égalegténtesté chez les chiens (Hoffman
2007), afin de déterminer la résistance des vaegsrmes, dans le cadre du diagnostic d’'une

obstruction. Ce test, réalisé en placant le cogoshien dans une cabine de pléthysmographie,
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et sa téte a I'extérieur, museau dans un masqigeaeln spiromeétre, permet I'obtention de
courbes débit-volume, le volume correspondant akars variations de volume de l'air
contenu dans la cabine et non plus au volume mesurke spirometre. Ce test est également
non invasif, bien toléré, mais représente un insesment supérieur en terme de colt
d’équipement. La pléthysmographie corps entier aledgent été validée comme outil
d’évaluation chez la sourimdx(Ishizaki et al. 2008). Les souris sont placéesdme cabine
de pléthysmographie dans laquelle elles sont lideekeurs mouvements. Les échanges d’air
avec lI'enceinte sont quantifiés et permettent Bolibn de parametres tels que le volume
courant, la fréquence respiratoire, et donc la ilgmn minute, les débits de pointe
(inspiratoire et expiratoire), mais aussi le tenges relaxation. Par cette méthode, une
diminution du volume courant a été démontrée chezsburiandxles plus agées (7 mois),
accompagnée d’'une tachypnée probablement compepsgiermettant le maintien d’'une

ventilation minute normale.

Dans un contexte ou de nombreux outils ont étéldgpés chez le patient, parfois adaptés
chez l'animal, mais jamais chez le chien GRMD, leix de I'outil a alors di étre effectué.
Parmi les impératifs concernant le test envisaig@rdit tout d’abord sa faisabilité chez le
chien. Ceci impliquait donc un test ne faisant ppgel a la coopération ou a la volonté de
'animal. Dans la mesure ou ce test devait égal¢m@tea le moins invasif possible, le recours
a une anesthésie générale pour passer outre léem®lde coopération de I'animal par
exemple a été rejeté.

L’outil choisi devait par ailleurs étre capable dléter une réalité clinique : mettre en
évidence un déficit de la fonction respiratoirexheechien GRMD, traduisant la faiblesse des
muscles impliqués dans cette fonction, indépendamhrdenc d'une situation d’atteinte
pulmonaire infectieuse, qui ne représente qu’umaptication de la maladie. Ce déficit mis

en évidence devait par ailleurs pouvoir étre qfiérdie maniére fiable par cet outil.

Enfin, étant donnée la position particuliére priéique du chien GRMD dans la recherche de
stratégies thérapeutiques pour DMD, développeruith@mmun au patient, qui aurait peut-
étre permis d’identifier des points communs erdrmbladie humaine et la maladie canine sur
le plan respiratoire, aurait offert une valeur &é@uaux résultats obtenus au cours d’essais
pré-cliniques.

Dans ce cadre, deux pistes différentes ont étéesuid’une part, l'utilisation d’'un spiromeétre
pour I'enregistrement et I'étude de courbes débitime en respiration spontanée de Tidal au

repos. Cet outil offre 'avantage d’avoir déja éiperimenté avec succes chez le chien (Amis
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and Kurpershoek 1986), permettant d’identifier deniare spécifique des anomalies
respiratoires (Amis et al. 1986, Amis and Kurpeedhd986). Méme si l'origine des
anomalies attendues ne présente pas de point comvegrcelle des anomalies décrites dans
ces études, I'hypothése selon laquelle d’autrematies, spécifiques cette fois de la faiblesse
respiratoire de ces animaux, seraient identifiegsadir des courbes débit-volume a éte
formulée. De méme, le test étant effectué en ratpir spontanée et non en expiration forcée,
les anomalies éventuellement détectées ne devisrétre directement comparables a celles
décrites chez le patient. Néanmoins, la spiromédséant I'outil de référence chez le patient,
elle offre 'avantage d’étre connue, comprise sible dans ses résultats par le plus grand

nombre, méme utilisée dans le cadre d’un testréiftédes tests cliniques usuels.

La deuxiéme piste suivie est 'examen des mouvesndiaphragmatiques au cours du cycle
respiratoire par radioscopie. Ce test, nommé rmmiatique diaphragmatique, est également
un test commun au patient, méme si, chez 'Homrheesi employé en expiration et
inspiration maximales. Il a été ici évalué commetilod’analyse de la fonction
diaphragmatique en respiration de Tidal, au repbypothese étant qu’une parésie du
diaphragme serait mise en évidence chez le chieMzR.a pertinence d'un index, calculé
sur ces mémes images, et ayant pour objectif dentifjea la rétraction caudale du
diaphragme, visuellement évidente sur des clichésatiques (Brumitt et al. 2006) mais
jamais quantifiée, a également été investiguéda 8iise en ceuvre de ces tests requiert un
matériel colteux, ce type d’appareil est théorigemnprésent dans toute structure réalisant
des administrations vasculaires de traitementsadds animaux, tels que le chien.

Cette étude de validation d’outils a, dans un peertémps, été conduite chez des animaux
adultes cliniquement stabilisés. L'objectif étaiéwhluer la répétabilité des deux méthodes
choisies, et de déterminer quelles variables pemtaprésenter une pertinence dans la
caractérisation du déficit respiratoire des chi&®dMD, par comparaison avec des animaux
sains. Une phase d’étude de corrélation des diffésevariables obtenues a partir des courbes
débit-volume a également été menée, afin de déternfuels parametres devaient étre

normalisés par la hauteur au garrot pour pouvodr &rrectement interprétés.

Dans un second temps, un suivi longitudinal desabbas identifiées comme présentant un
intérét chez les adultes a été effectué chez detsam cours d’évolution, afin de déterminer
la chronologie de mise en place des déficits raspnes, et de disposer d'une histoire
naturelle de ces déficits chez des chiens GRMDreissance, a des ages auxquels les chiens

inclus dans des essais précliniques nécessiteeoptus probablement d'étre évalués, les
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traitements testés étant pour la plupart admirssiréle jeunes animaux (Kerkis et al. 2008,
Kornegay et al. 2010, Sampaolesi et al. 2006, Yakoal. 2009).

B. Evaluation de la fonction respiratoire chez

des animaux adultes

1) Matériels et méthodes

a) Cinématique diaphragmatique

Déroulement du test

Un jetne d’'une durée minimale de deux heures &f&étué préalablement au test, afin de
limiter les effets potentiels liés a la réplétiomstrique, sur 'amplitude des mouvements du
diaphragme.

Le chien était porté par I'opérateur, depuis saecdgsqu’a la table de radiographie, de
maniére a ce que le test soit réalisé sur chieeas. L'animal était positionné en décubitus
latéral droit, de telle sorte que la coupole diaghmatique droite soit en position Iégérement
plus craniale que la gauche sur les images, facilidinsi la localisation du foramen de la

veine cave caudale.

Une fois I'animal rassuré dans cette positionaitéplacé sous la caméra d’'un amplificateur
de brillance OEC 9800 Plus (General Electric ®)nddiametre de 31 cm. Le positionnement,
de profil, et permettant de visualiser sur la mémage les vertébres thoraciques 9 a 13, et le
foramen ventral de la veine cave caudale, tout @ug Ildu cycle respiratoire, eétait
préalablement contrélé grace a une acquisitionebeidvde faible intensité. Deux séquences
radioscopiques d’'une durée de 9.5 secondes émmsnite acquises, a une fréquence de 25
Hz.

L’'opérateur a realisé ce test dans le respect éigles de radioprotection : il revétait un
tablier, un protege-thyroide et des gants plomleésyeillait & minimiser la quantité de
rayonnements X émis. Un contréle dosimétrique iiddiel était assuré, et la dose émise par
animal associée au fichier contenant les imagesis&s} Tous les tests ont été réalisés par le

méme opérateur.
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A la fin du test, les images, au format DICOM, étditransférées sur un PC équipé du

logiciel eFilm, permettant la prise en charge déocenat d’'images.

Le positionnement de 'animal et de I'opérateurtseprésentés dans la figure 1.
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Figure 1 : Cinématique diaphragmatique - positionnement de I’'animal
durant le test.

A : Vue d’ensemble du dispositif. B : Positionnement de I'animal, en décubitus latéral

droit sur la table de radioscopie.

Analyse des images et calcul des variables

Dans le logiciel eFilm, les images de fin d’'insgiva et de fin d’expiration ont été exportées
des films acquis par radioscopie, au format jpeg.

Analyse des mouvements du diaphragme

Cette analyse a été effectuée afin de déterminkx siobilité du diaphragme au cours du
cycle respiratoire était altérée chez le chien GRMD

Deux images successives, I'une en inspirationtriéaan expiration, ont été ouvertes dans le

logiciel Photoshop CS2. Les deux images ont étstéaées sur un nouveau plan de travail et
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travaillées en tant que calques. Sur chacune d;elée foramen ventral de la veine cave
caudale a été identifié manuellement a I'aide detil pinceau, par un point de couleur rouge.
Aprées diminution de I'opacité du fond du calqueéigur, le calque inférieur a été superposé
a celui-ci, en veillant a la bonne superpositios derps vertébraux entre les deux images.
Une fois les deux images correctement superpokeasl régle était utilisé pour mesurer la

distance entre les deux points de repére. Enfiméme outil était employé pour mesurer la
longueur de la treizieme vertebre thoracique. Ceteniere valeur était calculée dans
I'objectif de normaliser la distance parcourue |gadiaphragme, afin de s’affranchir d’'une

part des variations de mesures d’un test a 'aotrej’'un animal a I'autre qui pourraient étre

entrainées par les modifications de la distanceedatcaméra et I'animal, et d’autre part du

gabarit du chien étudié.

Pour chaque session, ces mesures ont été effectmeqaatre paires d'images (quatre cycles
respiratoires). Des copies d’écran, représentapeépar étape I'obtention de ces données,

illustrent la méthodologie employée, dans la figire
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Figure 2 : Mesure de la distance parcourue par le diaphragme : analyse

des images radioscopiques, schématisée en quatre étapes

Etape 1 : repérage du foramen ventral de la veine cave
caudale par un point rouge (suivre fléche)

Etape 3 : mesure de la distance séparant tape 4 : mesure de la longueur de la
les deux points rouges (suivre fleche) treiziéme vertébre thoracique (suivre fléche)
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Mesure de I'index de rétraction du diaphragme

Cet index a été calculé, afin de quantifier I'ampae rétraction caudale du diaphragme chez
les chiens GRMD, bien visible sur des clichés rgdiphiques thoraciques (Figure 3)
(Brumitt et al. 2006).

Figure 3 : Rétraction caudale du diaphragme illustrée par comparaison de
clichés radiographiques de profil d’'un chien sain et d’'un chien GRMD

adultes.

VETERINAIRE DALFORT

Image de gauche : cliché d’un chien sain ; image de droite : cliché d’un chien GRMD.

Noter la position trés caudale, et I'aplatissement du diaphragme sur ce dernier.

L’'analyse a été réalisée sur image de fin d’exipratouverte dans le logiciel d’analyse
d’'images Visilog 6.4. Une droite reliant la panientrale des corps vertébraux thoraciques 9,
10 et 11 a été tracée sur I'image. Une secondéedpm@rpendiculaire a la premiére, et passant
par le foramen ventral de la veine cave caudalensuite été positionnée sur cette méme
image. L'angle entre cette deuxieme droite et k&l lmaudal de la dixieme vertébre thoracique
a été mesuré au niveau du foramen ventral de feveve caudale, et constitue I'index de

rétraction diaphragmatique. Plus I'angle est réghlits le diaphragme est caudal.

Les copies d’écran de la figure 4 illustrent cetithodologie.
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Figure 4 : Mesure de l'index de rétraction du diaphragme : analyse des

images radioscopiques schématisée en deux étapes

Etape 1 : Tracé d’une droite passant par
le foramen ventral de la veine cave
caudale, et perpendiculaire a un axe
déterminé par les vertébres thoraciques
9,10 et 11

Etape 2 : Mesure de I'angle formé par
cette droite, et une droite reliant le
foramen ventral de la veine cave caudale
au bord caudal de la dixieme vertébre
thoracique (fleche)
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Etude de répétabilité

Animaux

Quatre chiens males golden retriever sains (Ageemon$3.0 mois, écart-type : 2.7 mois) et 5

chiens males GRMD (age moyen : 23.1 mois, écag-1y8.3 mois) ont été examinés 3 fois a

guelques jours d’intervalle (intervalle moyen erlegoremier et le troisieme test : 3.9 jours,

écart-type : 0.3 jour), afin d’évaluer la répétadiblu test. Les animaux inclus sont présentés

dans le tableau 1.

Tableau 1 : Cinématique diaphragmatique - animaux inclus dans I'étude

de répétabilité.

Nom Statut Age (mois) Délai 1-3*™test (jours)
Ckan Sain 154 4
Chbof Sain 15.3 4
Dclick Sain 10.7 4
Dclack Sain 10.7 4
Athos GRMD 43.1 4
Cki GRMD 9.7 4
Ajax GRMD 43.2 4
Dbrouille GRMD 9.7 4
Ckoi GRMD 9.7 3

Analyse statistique

Une analyse de variance (ANOVA) a mesures répetéds effectuée afin de déterminer si un
effet intra-jour ou un effet inter-jour pouvaientret détectés. Pour ce test, 4 mesures par

session, et 3 sessions ont été étudiées.
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Etude de validation de l'intérét des variables étud iées chez

le chien GRMD

Animaux

Cing chiens males golden retriever sains (age moyén2 mois, écart-type : 5.3 mois) et
neuf chiens males GRMD (age moyen : 25.0 moisiégpe : 24.3 mois) adultes et indemnes
de bronchopneumonie ont été examinés afin d’évdlugertinence des variables étudiées.
Ces animaux sont listés dans le tableau 2.

Tableau 2 : animaux inclus dans I'étude de validation de la cinématique

diaphragmatique chez le chien GRMD

Nom / symbole graphe Statut Age (mois) Hernie hiata (oui/non)
Ckan . Sain 15.4 Non
Chof X Sain 15.3 Non
Cliff L] Sain 23.8 Non
Dclick A Sain 10.7 Non
Dclack ® Sain 10.7 Non
Athos * GRMD 431 Oui
Ajax GRMD 43.2 Oui
T-Fal GRMD 77.5 Oui
Challot A GRMD 9.8 Oui
Cki [ GRMD 9.7 Oui
Ckoi + GRMD 9.7 Non
Dbrouille H GRMD 9.7 Non
Ebam - GRMD 11.3 Non
Eaudvy = GRMD 11.0 Non

A droite du nom de chaque animal, figure le symbole qui lui correspond et qui sera utilisé

dans les graphes des figures 5 et 6.
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Analyse statistique

Une ANOVA a un facteur (sain versus GRMD) a étédfiée afin d’évaluer la capacité des
index choisis a séparer la population GRMD de lautation normale. De plus, sur le groupe
GRMD, une ANOVA a deux facteurs (age et hernie ahgt a été effectuée, afin de

déterminer I'effet du vieillissement et de la prs®ou non d’'une hernie hiatale sur les index

étudiés.

b) Spirométrie
Déroulement du test

Le matériel utilisé était un spirometre Spirobank (MIR ®), associé a une turbine
réutilisable, qui était nettoyée aprés chaque cesie tests. Le champ de mesure de volume
était de 10 L, et la précision de 50 mL ; le chadtepmesure de débit était de + 16 L/s, et la
précision de 200 mL/s. L’ensemble était relié anasque a usage vétérinaire, conique, de 12
cm de longueur, et de 11.5 cm de diametre a I'mitéépermettant I'insertion du museau du

chien. Une membrane en caoutchouc a permis d’'é&éiete systeme.

Afin de réaliser un test au repos, le chien a emamétait porté depuis sa cage jusqu’au lieu
de I'examen. Un temps était laissé a I'animal ptvauver sa position de confort. Etaient
tolérées la station debout, une position asside dacubitus sternal. Le museau du chien était
inséré dans le masque, jusqu’'a combler le plusildeske volume mort de I'enceinte. Les
narines du chien étaient placées face a la sotdiendsque, et donc au spirométre. Une
attention particuliere était portée a l'insertioasdbabines dans le masque, et a la bonne
adhérence de la membrane en caoutchouc au musebanideal. La figure 5 illustre le

positionnement de I'animal durant le test.
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Figure 5 : Spirométrie — photographie d’un chien en cours de test.

Masque

Turbine

Spirométre

Cabe USB liaison PC

Une fois I'animal installé, I'enregistrement desudmes débit-volume pouvait débuter. Le
spirometre a été ici employé relié a un ordinateer,qui permettait un examen direct de
'aspect des courbes débit-volume. L’'acquisitiorfaalyse de ces courbes s’est fait via le
logiciel WinSpiro Pro (MIR ®). Plusieurs cycles pasitoires, en respiration spontanée de
type Tidal ont été enregistrés. Les séquences ube e halétement, de soupirs, ou les
courbes débit-volumes pour lesquelles le volumeiiatire et le volume expiratoire
différaient de plus de 10 % ont été systématiquérarciues. Le test ainsi réalisé avait une
durée d’environ 5 minutes.

Variables calculées a partir des courbes débit-volu me

Les variables calculées de maniere automatisédeplamgiciel WinSpiro Pro, a partir des
courbes débit-volume sont nombreuses, mais comelgmbd pour beaucoup a des index
utilisés en pneumologie humaine, lors de testsdiitepiration forcée. Dans le cas présent, les
animaux ont été examinés en respiration spontaaéepbs, dite de Tidal, et seules certaines
des variables calculées par le logiciel, et juggedinentes hors du cadre de I'expiration
forcée ont été étudiées. Ces variables sont |lgarsies :
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Variables expiratoires :

- Volume courant expiratoire ou VCE : il s’agit du volume, exprimé en litrexpee
en respiration spontanée. Il correspond au parametnmeé FVC, pour capacité vitale forcee,

dans le logiciel.
- Volume expiré aprés une seconde d’expiration ou VE1, exprimé en litres

- Débit expiratoire de pointe ou DEP : exprimé en L/s, il s’agit du débit maxmmu
enregistré au cours de I'expiration.
- Débit moyen entre 25 % et 75 % du volume expiré ou DE2575 : exprimé en

L/s, il s’agit du débit moyen enregistré entre lement ou le chien a expiré 25 % de son

volume courant, et le moment ou il en a expiré 75 %

- Débit expiratoire a 25 % du volume expiré ou DE25, exprimé en L/s
- Débit expiratoire a 50 % du volume expiré ou DESO0, exprimé en L/s
- Débit expiratoire a 75 % du volume expiré ou DE75, exprimé en L/s
- Temps expiratoire , ou TE, exprimé en secondes.

Variables inspiratoires :

- Volume courant inspiratoire ou VCI : il s’agit du volume, exprimé en litreaspiré

en respiration spontanée. Il ne differe théoriquerpas de plus de 10 % du VCE.
- Volume inspiré apres une seconde d'inspiration ou VI1, exprimé en litres

- Débit inspiratoire de pointe ou DIP : exprimé en L/s, il s’agit du débit maximu

enregistré au cours de l'inspiration.

- Temps inspiratoire , ou TI, exprimé en secondes.
Variables descriptives globales :

- Fréquence respiratoire ou FR, exprimée en /min

- Ventilation minute , ou VM : exprimée en L/min, elle est calculée ealtipliant le

volume courant par la fréquence respiratoire.

En sus de ces variables, différents rapports denve$ ou de débits, ont été calculés, afin de
permettre une description quantifiee des courbeg-gélume. Certains de ces ratios ont éte
utilisés dans les publications sur les courbestd@bhume chez le chien (Amis et al. 1986,

Amis and Kurpershoek 1986), les autres ont étéscpdéir cette étude. Ces ratios sont les
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suivants : DIP/DEP, TI/TE, VE1/VCE, DE25/DEP, DHE5&P, DE75/DEP, DE50/DE25,
DE75/DE25, VI1/VCI

Les principales variables calculées sont schéneatisér une courbe débit-volume dans la
figure 6.

238



Figure 6 : Spirométrie — courbe débit-volume type - principales variables

calculées, schématisées sur un exemple de courbe.

15 - Expiration

N S

Dé&bir [Lis)

A - Inspiration

Un exemple de courbe débit-volume (courbe violette). Par convention, le débit figure en
ordonnée, et le volume en abscisse. Les débits négatifs représentent la phase
inspiratoire, tandis que les débits positifs représentent la phase expiratoire. De la méme
facon, le volume augmente durant I'expiration, et diminue durant linspiration, jusqu’a
revenir a une valeur nulle. Le débit expiratoire de pointe est atteint en début
d’expiration, tandis que le débit inspiratoire de pointe l’est en fin d’inspiration (Amis and

Kurpershoek 1986), ce qui donne a la courbe débit-volume la forme d’un D.

Les principales variables calculées a partir de ces courbes figurent sur le schéma. Les

débits y sont inscrits en vert, et les volumes en orange.

Abréviations : DEP : débit expiratoire de pointe ; DIP : débit inspiratoire de pointe ;
DE25 : débit expiratoire a 25 % du volume expiré ; DE50 : débit expiratoire a 50 % du
volume expiré ; DE75 : débit expiratoire a 75 % du volume expiré ; VT : volume de Tidal

ou volume courant expiratoire/inspiratoire.
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Etude de répétabilité

Animaux

Quatre chiens méales golden retriever sains (Ageemog7.3 mois, écart-type : 7.7 mois) et 4
chiens méales GRMD adultes (age moyen : 33.6 maest-€ype : 26.2 mois) indemnes de
bronchopneumonie ont été examinés 3 fois, a quelgues d’intervalle (intervalle moyen
entre le premier et le troisieme test: 4.7 jouwrsart-type : 1.7 jours), afin d’évaluer la
répétabilité de la mesure. Une liste détailléeeteanimaux figure dans le tableau 3.

Tableau 3 : animaux inclus dans I'étude de répétabilité — spirométrie

Nom Statut Age (mois) Délai ¥-3*™test (jours)
Dingo Sain 19.5 7
Chbof Sain 28.5 3
Crock Sain 37.5 3
Dclack Sain 23.9 7
Athos GRMD 56.3 4
Ajax GRMD 56.4 4
Ebam GRMD 11.0 4
Eaudvy GRMD 10.8 6

Analyse statistique

Une ANOVA a mesures répétéees a éte effectuée afaeterminer si un effet intra-jour ou un
effet inter-jour pouvaient étre détectés. Pourest, t3 mesures par session, et 3 sessions ont

été étudiées. Le niveau de significativité a été & p = 0.05.

Etude de corrélation a la taille de I'animal

Animaux

Afin de déterminer quels parametres de spirométri@ssaient des variations liées a la taille
de lI'animal, quatorze chiens sains de gabarit®miffts, dont 6 chiens beagles (hauteur au
garrot moyenne : 0.397 m, écart-type : 0.036 m, :nir855 m, max : 0.44 m) et 8 chiens

golden retriever (hauteur au garrot moyenne : Ol@&cart-type : 0.017 m, min: 0 .59 m,
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max : 0.64 m), ont été examinés une fois. Une ligt@illée de ces animaux figure dans le

tableau 4.

Tableau 4 : animaux inclus dans |I'’étude de corrélation a la taille de

I'animal — spirométrie

Nom Race Sexe Hauteur au garrot (m)| Age (mois)
D’olique Beagle Femelle 0.355 12.6
Courgette Beagle Femelle 0.37 15.6
Bidule Beagle Male 0.37 31.8
Bigoune Beagle Femelle 0.42 29.7
Aorte Beagle Femelle 0.43 41.7
Gingko Beagle Méale 0.44 31.9
Cliff Golden retriever Male 0.59 24.2
Dingo Golden retriever Méale 0.595 19.5
Ckan Golden retriever Male 0.61 15.7
Crash Golden retriever Male 0.62 24.7
Dclack Golden retriever Male 0.62 23.9
Dclick Golden retriever Male 0.625 11.0
Crock Golden retriever Male 0.625 375
Chof Golden retriever Male 0.64 28.5

Analyse statistique

Des coefficients de corrélation de Pearson entréadateur au garrot et les différentes
variables ont été calculés afin de déterminer gaelhriables étaient corrélées au gabarit de

'animal. Le niveau de significativité a été fixgpa 0.01.

Etude de validation de variables d’intérét chez le chien GRMD

Animaux

Huit chiens males golden retriever sains (dge moy2B.1 mois, écart-type : 8.1 mois ;

hauteur au garrot moyenne : 0.615 m, écart-typ€170m ; poids moyen : 29.5 kg, écart-
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type : 3.3 kg), et 11 chiens méales GRMD (age moy2h.7 mois, écart-type : 25.0 mois ;
hauteur au garrot moyenne : 0.539 m, écart-typ847m ; poids moyen : 21.5 kg, écart-
type : 4.5 kg) ont été examinés une a trois fdin,de déterminer quelles variables pouvaient
s’aveérer pertinentes pour caractériser et quantiBedéficit respiratoire chez les chiens

GRMD adultes. La liste détaillée des animaux incdass cette étude figure dans le tableau 5.

242



Tableau 5 : Etude de validation de variables d’intérét chez le chien GRMD

- spirométrie

Nom Statut Hauteur au garrot (m) | Age (mois) Poidskg)
Dingo + Sain 0.595 19.5 22.9
Chof Sain 0.64 28.5 33.6
Crock - Sain 0.625 37.5 29.5
Dclack | Sain 0.62 23.9 29.3
Ckan * Sain 0.61 15.7 30.6
Cliff [ Sain 0.59 24.2 27.9
Crash Sain 0.62 24.7 32.7
Dclick A Sain 0.625 11.0 29.3
T-Fal GRMD 0.50 77.9 24.7
Dbrouille M GRMD 0.62 9.6 26.5
Cballot A GRMD 0.55 15.1 17.1
Dk L GRMD 0.51 12.3 17.2
Dluge GRMD 0.52 12.0 16.3
Ajax GRMD 0.56 56.4 26.6
Athos * GRMD 0.46 56.3 26.8
Eaudvy == GRMD 0.54 10.8 23.1
Ebam - GRMD 0.615 11.0 239
Eboum GRMD 0.54 11.0 16.2
Dlice + GRMD 0.52 10.5 18.45

A la droite du nom de chaque chien figure le symbole qui lui correspond et qui sera utilisé

pour le représenter dans les graphes des figures 8 a 12.
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Analyse statistique

Les variables démontrées comme étant significaverorrélées a la taille du chien ont été
utilisées aprés normalisation par la hauteur atogddne ANOVA a un facteur (sain versus
GRMD) a été effectuée afin d’évaluer la capacit&s dariables étudiées a séparer la
population GRMD de la population normale. De pkis, le groupe GRMD, une ANOVA a
deux facteurs (age et hernie hiatale) a été effectiafin de déterminer l'effet du
vieillissement et de la présence ou non d’'une kdridtale sur les index étudiés. Le niveau de

significativité a éte fixé a p = 0.01.

Etude de I'influence de Iésions de bronchopneumonie sur les

variables de spirométrie

Animaux

5 chiens GRMD adultes ont été inclus dans ceti@eétvisant a identifier les anomalies liées a
une bronchopneumonie chez le chien GRMD. Ces aniroati été évalués par spirométrie
soit quelques jours avant, et au début d’'un épistedbronchopneumonie (2 chiens), soit au
début d’'un épisode de bronchopneumonie, puis apisparition des Iésions sur les images
radiographiques de thorax (3 chiens). Pour I'unaésns GRMD étudiés, l'intervalle entre

'examen pré-bronchopneumonie et I'examen per-bdroppeumonie était de 2 jours, pour
'autre chien GRMD testé de cette maniére, cetrvalée était de 10 jours. L'intervalle entre

le test per-bronchopneumonie et le test post-brgmodumonie était de 16 jours pour les trois

autres chiens.

Analyse statistique

Une ANOVA a mesures répétées a éte effectuée aftéterminer I'effet bronchopneumonie

sur les différentes variables spirométriques. veau de significativité a été fixé a p = 0.01.

Etude de corrélation avec les variables de cinémati que

diaphragmatique
Animaux

Cing chiens golden retriever sains, et sept chi@RMD adultes ont subi la double évaluation
spirométrie-cinématique diaphragmatique, afin di&ules interactions entre variables.

Analyse statistique
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Des coefficients de corrélation de Pearson, eng® \ariables spirométriqgues et de
cinématique diaphragmatique d’intérét ont été dékuchez les sept chiens GRMD. Une
analyse en composante principale (ACP) a égalegténeffectuée a partir de ces variables

d’intérét, afin d’étudier les relations entre vates et leur capacité a séparer les individus.

A partir des coordonnées de chaque individu daspéce a 5 dimensions défini par I'analyse
en composantes principales, la distance euclidiglenehaque animal a la position du centre
de gravité des individus sains a été calculée eGhstance, nommeée index respiratoire, a été
évaluée en tant gu’index rendant compte de la immatespiratoire du chien GRMD de
maniére globale. Les valeurs obtenues ont été, @mentitre que celles obtenues pour les
autres variables, soumises a une ANOVA, afin derdénher I'effet du groupe (sain versus

GRMD) sur I'index respiratoire. Le niveau de sigrativité a été fixé a p = 0.01.

2) Résultats

a) Cinématique diaphragmatique
Etude de répétabilité

Aucun effet jour ou cycle respiratoire n’a été déné, que ce soit pour la distance parcourue
par le diaphragme ou pour I'index de rétractiorcei-ci. Ceci atteste donc de la répétabilité
du test pour lI'obtention de ces deux variables. té&siltats de I'analyse statistique sont

consignés dans le tableau 6.

Etude de validation de I'intérét des variables étud iées chez
le chien GRMD

Tous les animaux prévus ont pu étre examinés. htention, Iégére, a été bien tolérée.

Néanmoins, quelques clichés d’animaux présentamthemie hiatale volumineuse n’ont pas
pu étre analysés, le foramen ventral de la veine caudale étant parfois masqué par

I'estomac en position anormale.

Les résultats de I'analyse de variance sont coasigans le tableau 6.
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Tableau 6 : Cinématique diaphragmatique - résultats

Distance parcourue (%T13) | Angle (°)

Effet intra-jour p =0.6322 P =0.6510
Effet inter-jour p =0.3190 P =0.1670
Effet intra-jour Sains p =0.4780 P =0.2945
Effet inter-jour Sains p =0.5410 P=0.1791
Effet intra-jour GRMD p = 0.5256 P =0.4943
Effet inter-jour GRMD p=0.7932 P =0.6600
Moyenne (€cart-type) GRMD 49.2 (9.3) 7.19 (10.4)
Moyenne (écart-type) Sains 96.8 (12.5) 40.6 (5.6)

Effet groupe (GRMD vs Sains) p < 0.0001 p < 0.0001
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Distance parcourue par le diaphragme

Les valeurs obtenues pour cette variable chezHesg GRMD sont tres significativement
inférieures a celles des chiens sains (p < 0.0Q@ldlistance normale moyenne parcourue par
le diaphragme au cours d’'un cycle respiratoiredes96.8 % de la longueur de la treizieme
vertébre thoracique (écart-type : 12.5 %), tandieltp n’est que de 49.2 % (écart-type : 9.3
%) chez les chiens GRMD. Le graphe de la figurell&stre cette moindre mobilité
diaphragmatique chez les chiens GRMD, en comparades chiens sains. Il apparait
gu’aucune zone de superposition entre les deuxlgimos n’est présente. Le chien GRMD
T-Fal, le plus &gé du groupe (6.5 ans), présental&ur la plus basse (33.6 %).

Figure 5 : Cinématique diaphragmatique - intérét des variables chez le
chien GRMD - Valeurs de distance parcourue par le diaphragme au cours
d’un cycle respiratoire, obtenues chez les chiens GRMD, en comparaison
des chiens sains.
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Les chiens sains sont représentés par des symboles noirs, et figurent sur la gauche du
graphe, tandis que les chiens GRMD sont représentés, sur la droite de celui-ci, par des
symboles de couleur. Chaque chien est représenté par un symbole ; la correspondance

chien-symbole est consignée dans le tableau 2.
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Index de rétraction diaphragmatique

Cet index, ayant pour but de quantifier la rétmacticaudale du diaphragme, évidente
visuellement sur des clichés thoraciques de chBRBID (figure 3), est significativement (p

< 0.0001) diminué chez les chiens GRMD, en comparades chiens sains. Un angle moyen
de 40.6 ° (écart-type : 5.6 °) a été mesuré chezHeens sains, tandis qu’il n'atteint que 7.2 °
(écart-type : 10.4 °) chez les chiens GRMD. Ceifférénce apparait nettement a la lecture du
graphe de la figure 6. Comme pour le déplacementidphragme, aucun des animaux
GRMD ne se superpose aux chiens sains. La popul@RMD apparait dispersée sur cet
index (coefficient de variation de 144.4 %, ver$8s8 % chez les chiens sains), avec certains
animaux dont l'angle devient méme négatif, signante forte rétraction caudale du

diaphragme.

Figure 6 : Cinématique diaphragmatique - intérét des variables chez le
chien GRMD - Valeurs d’angle de rétraction diaphragmatique, obtenues

chez les chiens GRMD, en comparaison des chiens sains.
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Les chiens sains sont représentés par des symboles noirs, et figurent sur la gauche du
graphe, tandis que les chiens GRMD sont représentés, sur la droite de celui-ci, par des
symboles de couleur. Chaque chien est représenté par un symbole ; la correspondance

chien-symbole est consignée dans le tableau 2.
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Evaluation de I'effet de I'age et de la présence d’ une hernie

hiatale sur la mobilité et I'index de rétraction du diaphragme

Aucun effet de I'age (p = 0.2266), ni de la préseaa non d’'une hernie hiatale (p = 0.2343)
sur la valeur de la distance parcourue par le dégrhe n’a été mis en évidence.

De méme, les effets de I'age (p = 0.7982) et dadaence d’'une hernie hiatale (p = 0.6427)
sur la valeur de I'index de rétraction ne sontggsificatifs.

Ainsi, les chiens les plus agés ou ceux présentanthernie ne présentent pas nécessairement

les valeurs les plus basses pour ces deux index.

C) Spirométrie

L’ensemble des tests programmeé a pu étre effectuport du masque a été dans I'ensemble
bien toléré par les animaux, apres parfois uneeppériode d’adaptation. Le masque peut en
effet s’avérer stressant pour certains chiens,aes acette étude davantage chez les chiens

sains. Ce stress s’est rapidement estompé chanileaux concernés.

Etude de répétabilité

Un effet intra-jour tres significatif (p = 0.030@ur le volume inspiré aprés une seconde
d’inspiration (VI1) chez les chiens GRMD a été damé. De méme, un effet intra-jour
significatif sur le débit inspiratoire de pointel) a été mis en évidence, chez les chiens
sains (p = 0.0411), et surtout chez les chiens GRpIBZ 0.0069). Les deux populations

confondues montrent un effet intra-jour trés siigatif sur cette variable (p = 0.0009).

L’ensemble des autres variables et index calculas pas été démontrés comme influencés

par le jour de test ou la courbe débit-volume atérgie au cours d'un méme test.

Tous les résultats de TANOVA a mesures répétéas@msignés dans le tableau 7.

Etude de corrélations des différentes variables a | a taille de

'animal

L’ensemble des variables quantifiant les volumesgiratoires ou expiratoires, ventilation
minute) et débits présentent des coefficients degladion a la hauteur au garrot positifs et
significatifs. De facon assez logique, plus l'anireat de grande taille, plus les volumes et
débits augmentent. Ces corrélations sont illustgssquelques graphes, présentés dans la
figure 7. Une exception est représentée par let dgiratoire & 75% du volume expiré
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(DE75) : son coefficient de Pearson avec la haweugarrot est assez faible (0.3952), et la

corrélation n’est donc pas tout a fait significat{yp = 0.0160).

A contrarig la fréequence respiratoire, les temps inspiraso@teexpiratoires, ainsi que tous les
rapports calculés, visant a décrire de manieretdiganl’aspect des courbes débit-volume, ne
sont pas modifiés par la taille de I'animal.

Des chiens de tailles différentes présenteront di@scdébits et volumes différents, mais une
fréquence respiratoire comparable et une similitdtespect des courbes débit-volumes

obtenues.
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Tableau 7 : Spirométrie - résultats de I'étude de répétabilité et de

corrélation des variables a la taille des animaux.

Effet Effet Effet Effet Effet Effet Corrélation
intra-jour | inter-jour | intra-jour | inter-jour | intra-jour | inter-jour | hauteur au
(Sains) (Sains) (GRMD) (GRMD) garrot
VCE p=0.0948| p=0.7087 | P=0.1636| p=0.4384 | p=0.1185| P =0.6451| r =0.8776
p < 0.0001
VE1 p=0.0962| p=0.6854 | P=0.1746| p =0.9006 | p=0.1193 | P =0.5487 | r =0.7683
p =0.0013
DEP p=0.1572| p=0.3497 | P =0.3428| p=0.6210 | p=0.4534 | P =0.5105| r =0.7210
p =0.0036
DE2575 p=0.4232| p=0.1380| P=0.5222| p=0.3940 | p=0.6378 | P =0.2895| r =0.7190
p =0.0037
DE25 p=0.2502| p=0.3076 | P =0.5868| p =0.5576 | p =0.3923 | P =0.4807 | r =0.7133
p =0.0042
DE50 p=0.1351| p=0.1538 | P =0.3714| p=0.3714 | p=0.3121 | p=0.3465 | r=0.7264
p =0.0032
DE75 p=0.2235| p=0.3679 | P=0.2560| p =0.9004 | p=0.1719 | p=0.2271 | r = 0.3952
p =0.0160
TE p=0.6870| p=0.2566 | P =0.8093| p =0.3428 | p =0.8670 | p=0.8008 | r =0.3784
p=0.1821
VCI p =0.0653| p=0.8040 | P =0.1534| p=0.5522 | p=0.1232 | p=0.8253 | r = 0.8809
p <0.0001
Vi1 p=0.1363| p=0.8481| P =0.3158| p =0.9800 | p=0.0300 | p=0.7343 | r =0.8430
p =0.0001
DIP p=0.0009 | p=0.8226 | P=0.0411| p=0.5661 | p=0.0069 | p=0.9372 | r=0.8172
p =0.0003
TI p=0.9772| p=0.5870| P =0.6659| p=0.7599 | p=0.8674 | p=0.7950 | r = 0.2210
p =0.4477
FR p=0.1257| p=0.5787 | P =0.2853| p =0.2963 | p = 0.3837 | p =0.3108 | r =-0.3122
p=0.2771
VM p=0.3275| p=0.7988 | P =0.3316| p=0.2381 | p=0.1167 | p=0.5536 | r = 0.7680
p =0.0013
DIP/DEP p=0.8081| p=0.3210| P =0.7112| p=0.7062 | p =0.5289 | p =0.3703 | r = 0.1297
p = 0.6584
TUTE p=0.5928| p=0.4189 | P =0.4237| p=0.5124 | p=0.8898 | p = 0.8978 | r = -0.3144
p=0.2736
VE1/VCE p=0.7265| p=0.3439 | P =0.8007| p=0.3754 | p =0.6693 | p =0.9408 | r = -0.3476
p =0.2233
DE25/DEP | P=0.8508 | p=0.8839 | P =0.5392| p=0.8068 | p=0.3365 | p =0.6834 | r = 0.1441
p =0.6230
DE50/DEP | P=0.7803 | p=0.4460 | P =0.9695| p=0.4888 | p=0.5699 | p=0.7419 | r = 0.0763
p =0.7955
DE75/DEP | P=0.8426 | p=0.9595| P =0.9301| p=0.8485| p=0.3036 | p=0.4193 | r =-0.3815
p=0.1783
DE50/DE25 | P =0.7846 | p=0.5357 | P =0.6925| p = 0.5959 | p =0.9903 | p =0.6625 | r =-0.0134
p =0.9636
DE75/DE25 | P=0.9811| p=0.9497 | P=0.9385| p=0.8376 | p =0.2717 | p=0.3843 | r =-0.3688
p=0.1944
VIL/VCI p=05766| p=05859 P =0.7825P =0.6965|p=0.2323 | p=0.7324 1= -g-égzg
p=9.

Abréviations : VCE : volume courant expiratoire ; VE1 : volume expiré au bout d’une

seconde ; DEP : débit expiratoire de pointe ; DE2575 : débit expiratoire moyen entre 25
et 75 % du volume expiré ; DE25, DE50, DE75 : débits expiratoires a 25, 50 et 75 % du
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Hauteur au garrot (m)

Hauteur au garrot (m)

volume expiré ; TE : temps expiratoire ; TI : temps inspiratoire ; VCI : volume courant

inspiratoire ; VI1 : volume inspiré au bout d’une seconde ; DIP : débit inspiratoire de

pointe ; FR : fréquence respiratoire ; VM : ventilation minute.

Figure 7 : Spirométrie — corrélation des variables calculées avec la taille

de I'animal. Illustration par droites de régression.
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A ! corrélation entre volume courant expiratoire et hauteur au garrot, illustrée par droite

de régression ; B : corrélation entre ventilation minute et hauteur au garrot, illustrée par

droite de régression ; C : corrélation entre débit expiratoire de pointe et hauteur au

garrot, illustrée par droite de régression ; D : corrélation entre débit inspiratoire de

pointe et hauteur au garrot, illustrée par droite de régression.
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Etude de validation des variables d'intérét chez le chien
GRMD.

Considérant les résultats énoncés ci-dessus, déanbmtes corrélations significatives entre
variables de volume et de débit, et hauteur awganoutes ces variables ont été utilisées
rapportées a la hauteur au garrot dans la prééarde. Un cas particulier a été envisagé pour
le débit expiratoire a 75% du volume expiré (DE&8ul débit dont la corrélation avec la
hauteur au garrot n'a pas été nettement démortétte variable a donc fait I'objet d’'une

double analyse (normalisée et non normalisée gaadgeur au garrot).

L’'analyse de variance a démontré que des varidbles que volume courant, ventilation
minute, fréquence respiratoire, ou débits de pondesont pas modifiées chez les chiens
GRMD adultes. Sur les 23 variables étudiées, seglestre montrent une différence

significative entre chiens sains et chiens GRMD.

Les principaux résultats obtenus sont résumésldaableau 8.
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Tableau 8 : Spirométrie - validation des variables d’intérét chez le chien

GRMD - résultats de I'analyse statistique

Moyenne (écart-type) | Moyenne (écart-type) | Effet groupe (GRMD
Sains GRMD vs Sains)
VCE/HG (L/m) 1.20 (0.21) 1.02 (0.19) p=0.0678
VE1/HG (L/m) 0.81 (0.17) 0.87 (0.07) p=0.3519
DEP/HG (L/ms) 1.37 (0.38) 1.69 (0.49) p =0.1480
DE2575/HG (L/ms) 1.17 (0.30) 1.12 (0.29) p =0.7269
DE25/HG (L/ms) 1.30 (0.38) 1.62 (0.48) p=0.1327
DE50/HG (L/ms) 1.10 (0.31) 1.15 (0.35) p =0.7602
DE75/HG (L/ms) 0.83 (0.23) 0.59 (0.19) p = 0.0203
DE75 (L/s) 0.51 (0.13) 0.31 (0.09) p =0.0011
TE (s) 1.56 (0.56) 1.77 (0.26) p = 0.2883
VCI/HG (L/m) 1.08 (0.21) 0.92 (0.18) p =0.1065
VIL/HG (L/m) 0.78 (0.18) 0.65 (0.15) p =0.0886
DIP/HG (L/ms) 0.84 (0.20) 0.69 (0.15) p=0.0812
Tl (s) 1.41 (0.40) 1.54 (0.33) p = 0.4362
FR (/min) 22.6 (6.4) 18.6 (2.9) p =0.0821
VM/HG (L/mmin) 34.1(7.9) 31.1 (5.7) p =0.3532
DIP/DEP (%) 63.0 (11.1) 44.0 (15.2) p =0.0081
TI/TE (%) 95.4 (29.4) 87.9 (15.3) p =0.4761
VE1/VCE (%) 81.5 (16.9) 87.0 (6.6) p =0.3391
DE25/DEP (%) 94.1 (2.6) 95.9 (2.9) p=0.1844
DES50/DEP (%) 79.8 (6.0) 68.4 (12.9) p =0.0339
DE75/DEP (%) 61.7 (1.0) 36.9 (15.0) p = 0.0008
DE50/DE25 (%) 84.8 (6.0) 71.3 (13.5) p =0.0176
DE75/DE25 (%) 65.6 (10.6) 38.5 (15.4) p = 0.0005
VIL/VCI (%) 74.0 (18.2) 71.3 (13.5) p=0.7177

Abréviations : HG : hauteur au garrot, VCE : volume courant expiratoire, VE1 : volume

expiré aprés une seconde, DEP : débit expiratoire de pointe, DE2575 : débit expiratoire

moyen entre 25 et 75 % du volume expiré, DE25, DE50, DE75 : débits expiratoires a 25,

50 et 75 % du volume expiré, TE : temps expiratoire, TI : temps inspiratoire, VCI :

volume courant inspiratoire, VI1 : volume inspiré apres une seconde, DIP : débit
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inspiratoire de pointe, FR : fréquence respiratoire, VM : ventilation minute.

Le débit expiratoire a 75 % du volume expiré (DE75) est significativement (p

= 0.0011) diminué chez les chiens GRMD, mais laiSativité est perdue lorsque cet index

est normalisé par la hauteur au garrot (p = 0.0208)r mémoire, le DE75 est le seul débit
non significativement (p = 0.0160) corrélé a ldleade I'animal. Il est néanmoins probable

gue cette variable subisse une influence de Il t@d I'animal malgré tout. Ici, la hauteur au

garrot est significativement (p = 0.0004) plus laibhez les chiens GRMD. Il convient donc

d’utiliser ce débit, brut ou normalisé, avec préway le premier subissant probablement
légerement les différences de taille, et le deuriéétant normalisé par une variable

faiblement corrélée. La figure 8 représente leewal de DE75 obtenues pour les chiens

GRMD en comparaison des chiens sains.

Figure 8 : Spirométrie — validation de variables d’intérét pour les chiens

GRMD - Débit expiratoire a 75 % du volume expiré.
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Les chiens sains sont représentés par des symboles noirs, et figurent sur la gauche du

graphe, tandis que les chiens GRMD sont représentés, sur la droite de celui-ci, par des
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symboles de couleur. Chaque chien est représenté par un symbole ; la correspondance

chien-symbole est consignée dans le tableau 5.
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Les rapports de débit suivants sont également méadif

Le rapport du débit inspiratoire sur le débit expir atoire de pointe
(DIP/DEP) est significativement diminué chez les chiens GRMDsi, le débit inspiratoire
de pointe représente en moyenne 63.0 % (écart-typel %) du débit expiratoire de pointe
chez les chiens sains, tandis qu'’il n’en représqnte44.0 % en moyenne (écart-type : 15.2
%) chez les chiens GRMD, comme le montre le grajghka figure 9. Ceci peut traduire une

faiblesse inspiratoire chez ces animaux.

Figure 9 : Spirométrie — validation de variables d’'intérét pour le chien

GRMD - Ratio du débit inspiratoire sur le débit expiratoire de pointe.
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Les chiens sains sont représentés par des symboles noirs, et figurent sur la gauche du
graphe, tandis que les chiens GRMD sont représentés, sur la droite de celui-ci, par des
symboles de couleur. Chaque chien est représenté par un symbole ; la correspondance

chien-symbole est consignée dans le tableau 5.

257



Le rapport du débit expiratoire a 75% du volume exp iré sur le débit

expiratoire de pointe (DE75/DEP) est significativement (p = 0.0008) diminué chez le
chien GRMD. En moyenne, le débit expiratoire a 75d&volume expiré atteint 61.7 %
(écart-type : 10 %) du débit expiratoire de porttez les chiens sains, tandis qu'’il n'est que
de 36.9 % en moyenne (écart-type : 15.0 %) cheehens GRMD. La chute de ce ratio met
en évidence un effondrement du débit en fin d’etpn, que laissait présumer la chute
significative de DE75 chez les chiens GRMD. Ceorast néanmoins moins contestable que
le DE75 brut, car totalement décorrélé de la taidd’animal. Une superposition existe entre
les deux populations pour ce ratio : cinq chiendMBRse situent dans les valeurs basses de la

population normale, comme le montre la figure 10.

Figure 10 : Spirométrie - validation de variables d’intérét pour le chien
GRMD - Ratio du débit expiratoire a 75 % du volume expiré sur le débit

expiratoire de pointe.
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Les chiens sains sont représentés par des symboles noirs, et figurent sur la gauche du
graphe, tandis que les chiens GRMD sont représentés, sur la droite de celui-ci, par des
symboles de couleur. Chaque chien est représenté par un symbole ; la correspondance

chien-symbole est consignée dans le tableau 5
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Le rapport du débit expiratoire a 75 % du volume ex piré sur le débit

expiratoire a 25% du volume expiré (DE75/DE25) est significativement (p =
0.0005) diminué chez le chien GRMD. Cette difféeegoncorde avec celle obtenue pour le
ratio DE75/DEP, et traduit probablement le mémadcdéfD’ailleurs, la superposition des
deux populations est identique, et concerne les esé@nmdividus, comme lillustre la figure
11. Le DE75 est en moyenne de 65.6 % (écart-tyfie6. %) du DE25 chez les chiens sains,
et seulement de 38.5 % (écart-type : 15.4 %) abezhiens GRMD.

Figure 11 : Spirométrie - validation de variables d’intérét pour le chien
GRMD - Ratio du débit expiratoire a 75 %, sur le débit expiratoire a 25 %

du volume expiré.
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Les chiens sains sont représentés par des symboles noirs, et figurent sur la gauche du
graphe, tandis que les chiens GRMD sont représentés, sur la droite de celui-ci, par des
symboles de couleur. Chaque chien est représenté par un symbole ; la correspondance

chien-symbole est consignée dans le tableau 5
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Cette chute de débit excessive, significative erdfexpiration, débute pour certains animaux
en milieu d’expiration, mais de maniére non siguaifive a I'échelle du groupe GRMD (p =

0.0339 pour DE50/DEP, et p = 0.0176 pour DE50/DEE®}te moindre capacité a maintenir
un débit normal dans la deuxieme moitié de I'exmraest responsable d’'un aspect différent
des courbes obtenues chez les chiens GRMD : le desise. Ceci est illustré dans la figure

12.
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Figure 12 : Spirométrie - identification de variables d’intérét chez le chien
GRMD. Illustration des anomalies observées par un exemple de courbe
débit-volume, et par un graphe représentant les débits expiratoires a 25,
50 et 75 % du volume expiré, normalisés par le débit expiratoire de
pointe, pour chaque individu étudié.
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A : comparaison d’une courbe obtenue chez un chien sain (a gauche) avec une courbe
obtenue chez un chien GRMD (a droite). Noter I'aspect plus concave de la courbe

expiratoire aprées le pic chez les chiens GRMD, traduit par la chute du DE75/DEP
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notamment, et le faible débit inspiratoire de pointe, comparé a celui mesuré en

expiration, traduit par la chute du DIP/DEP

B : Illustration de la chute de débit excessive chez le chien GRMD, par un graphe figurant
les débits enregistrés a 25, 50 et 75 % du volume expiré, exprimés en pourcentage du
débit expiratoire de pointe. Noter la chute de débit, dés 50 % du volume expiré pour
certains animaux, chez les chiens GRMD (symboles de couleur) en comparaison des
chiens sains (symboles noirs). Les symboles utilisés pour chaque chien sont répertoriés

dans le tableau 5.
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Evaluation de I'effet de I'age et de la présence d’ une hernie

hiatale sur les variables étudiées.

Aucune des variables étudiées ne subit d'effetifsigutif de 'age ou de la présence ou non

d’'une hernie hiatale. Ainsi, les individus présenmties modifications les plus nettes sur les

variables précédemment citées ne sont pas néaesair les plus agés ou ceux présentant
une hernie hiatale. Il est important de soulignee geci n'implique pas que les valeurs

obtenues pour ces variables ne subissent pas tdtdféage chez un animal donné, mais

seulement qu’a I'échelle de la population GRMD, ekee a un instant T, les différences

d’age entre individus ne permettent pas d’explidasrdifférences observées sur les courbes

débit-volume.

Etude de I'influence de Iésions de bronchopneumonie sur les

variables de spirométrie

L’ANOVA a mesures répétées, réalisée sur cing chieRMD testés durant et hors épisode
de bronchopneumonie, n'a révélé aucun effet siatifi de la bronchopneumonie sur les

variables de spirométrie.

Etude de corrélation avec les variables de cinémati que
diaphragmatique

Chez les sept chiens GRMD ayant subi la doubleuétiah cinématique diaphragmatique-
spirométrie, aucune corrélation significative nia gre mise en évidence entre les variables
de cinématique diaphragmatique et les variablespitemétrie. Des corrélations faiblement
significatives ont néanmoins été démontrées, é&niEe5/DEP et DE50/DEP (R = 0.8051, p =
0.0289), et entre DE75/DEP et DIP/DEP (R = 0.7989,0.0311).

Afin d'étudier les relations entre variables, atrleapacité a différencier les individus, une
analyse en composantes principales (ACP) a ététeffe, incluant les 5 chiens sains et 7
chiens GRMD, et les 5 variables suivantes :
- Distance parcourue par le diaphragme entre fin sdination et fin
d’expiration.

- Index de rétraction caudale du diaphragme.
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- Débit inspiratoire de pointe rapporté au déebit extpire de pointe (DIP/DEP)

- Débit expiratoire a 75% du volume expiré, normafiaéle débit expiratoire de
pointe (DE75/DEP).

- Débit expiratoire a 50 % du volume expiré, norng&ajisr le débit expiratoire
de pointe (DE50/DEP)

Les débits expiratoires a 50 et 75 % du volumeréxm@ipportés au débit expiratoire a 25 %
du volume expiré n'ont pas été inclus, de par Bgnification proche de ces mémes débits

rapportés au debit expiratoire de pointe.

La projection des individus et des variables suysléen d’ACP sont présentées dans la figure
13. Les deux premieres composantes permettent ldjegp 84.56 % de la variance.
Relativement peu d’information est donc perdue lpaprojection en deux dimensions. La
premiére composante explique 64.43 % de la varjataest majoritairement expliquée par le
DIP/DEP, et dans une moindre mesure par les avanrggbles, dont les vecteurs se projettent
entre les deux axes du plan, tout en restant globeit plus proche de l'axe horizontal,
représentant la composante 1. Les vecteurs deableside cinématique diaphragmatique se
projettent de maniére assez proche I'un de I'astgmant une probable corrélation.

Le plan de projection des individus montre quediesx populations sont bien distinguées par
'ensemble des variables considérées. Les chians apparaissent relativement groupés sur
la gauche du plan d’ACP, avec des valeurs élevéeslfgnsemble des variables, tandis que
les GRMD apparaissent plus dispersés sur le ptaduisant une hétérogénéité de cette

population sur le plan de la fonction respiratogpgantifiée par ces différents index.
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Figure 13 : Cinématique diaphragmatique et Spirométrie — Analyse en
composantes principales.

10 ¢

Distance
05 P8
\:Qt%\
00 p——
. DIPIDEP. .7
; o e
pDE?SIDERP
o5 | DESODEP
-0.9 o
A0 b i
A 1.0 05 0.0 05 10
A A
o
° m
S - -
1 X P
o
N
é\i ([
Q L 4
+—
=
@©
0
o
Q -
£
o)
@)
B Composante 1:64.43 %

A : projection des variables sur le plan d’ACP ; B : projection des individus sur le plan

d’ACP. Les individus sont représentés par leurs symboles, figurant dans le tableau 2 ou le

tableau 5.
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A lissue de cette étude chez les chiens adultéssiqurs variables se sont révélées
discriminantes entre chiens sains et chiens GRMBn Ae rendre linterprétation des

résultats obtenus par les deux méthodes d'évatuatlas facile, le calcul d’'un index

respiratoire a été proposé. A partir des coordaqirtiEe chaque individu dans I'espace a 5
dimensions déterminé par I'analyse en composamiesifales, la distance euclidienne entre
chaque chien et le barycentre des chiens sainse acadtulée. Cet index s’avére tres
significativement (p < 0.0001) augmenté chez leasmhGRMD, en comparaison des chiens
sains. Ce résultat est en adéquation avec lesvaltiears faites sur la projection des individus
sur le plan d’ACP, qui montrait une distinction dk=six populations. Le graphe de la figure
14 montre les valeurs obtenues pour cet index ldsemndividus GRMD en comparaison des

individus sains.

Figure 14 : Cinématique diaphragmatique et spirométrie — analyse en
composantes principales - index respiratoire obtenu chez les chiens

GRMD, en comparaison des chiens sains.
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Les chiens sains sont représentés par des symboles noirs, et figurent sur la gauche du
graphe, tandis que les chiens GRMD sont représentés, sur la droite de celui-ci, par des
symboles de couleur. Chaque chien est représenté par un symbole ; la correspondance

chien-symbole est consignée dans le tableau 5
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C. Evaluation de la fonction respiratoire chez de

jeunes animaux en cours d’évolution clinique

1) Matériels et méthode

a) Cinématique diaphragmatique
Déroulement des tests

Les tests se sont déroulés conformément a la puoeguécédemment décrite pour les chiens
adultes. Pour les animaux jeunes de petit forneaghamp était réduit a 23 cm, afin de
disposer d’'une image de meilleure résolution suolze d’intérét.

Analyse des images et calcul des variables

La distance parcourue par le diaphragme au niveafomen ventral de la veine cave
caudale, entre la fin d’inspiration et la fin d’ésgtion, ainsi que I'index de rétraction caudale
du diaphragme ont été calculés conformément a daéplure énoncée pour les animaux

adultes.

Animaux

Cing chiens sains, et dix chiens GRMD ont été imadans cette étude. Une liste détaillée de

ces animaux est présentée dans le tableau 9.
Déroulement de I'étude

L'objectif de cette étude était de déterminer I'éion des deux parametres de cinématique
diaphragmatique, démontrés comme pertinents chdalte, chez des chiots en croissance, de
'age de 2 mois a I'age de 9 mois. Huit tests @tamanifiés, soit un test par mois. Dans le

tableau 9, figure le détail des tests réalisésapanal.
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Tableau 9 : Cinématique diaphragmatique - animaux inclus dans I'étude

longitudinale

Nom Statut Age (mois)
2 5 6 7 8 9

Dzer A | Sain X X X X X X

Dzastr© | Sain X X X X X X

Euro - | Sain X Adoption

Ezut X | Sain X X Adoption

Ego < | Sain Nr X Adoption

ET. X | GRMD X X X Décés a 6 moisanesthésie

Ebim ® | GRMD X X Déces a 6 mois euthanasie perte locomotion

Exon GRMD X X Déces a 6 mois euthanasie perte locomotian

Eiffel GRMD X X X X x  |Deécesa 8.5 mois -
euthanasie| perte
locomotion|+ digestif

EinsteirX | GRMD X X Déces a 5.5 moiseuthanasie perte locomotipn

Ercule GRMD X X X X X Déces a 8 mois -
bronchopneumonie

Eboum GRMD X X X nr X X

Ebam = | GRMD X X X X X X

Eaudwy= | GRMD X X X X nr X

Eop GRMD X X Décés a 6 mois euthanasie perte locomotign

Dans la premiére colonne figurent les symboles utilisés pour chaque animal dans les

graphes. Pour chaque &ge, sont indiqués les tests réalisés. Les cases dans lesquelles

figure un « X » correspondent aux tests pour lesquels les données sont disponibles. Les

cases grisées correspondent aux tests pour lesquels il y a absence de donnée. L’absence

de donnée est justifiée dans la case grisée. Abréviation : nr : non réalisé.
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Analyse statistique

Une ANOVA a mesures répétees a été effectuée suddenées obtenues chez les chiens
sains et GRMD entre 2 et 5 mois (4 tests). Cettricion de tranche d’age pour I'analyse a
été justifiée par le fait qu'a 6, 7, 8 et 9 moisuls deux chiens sains ont pu étre testés.
L’ANOVA a mesures répétées a été effectuée afidéterminer I'effet de I'age et I'effet du
groupe (sain versus GRMD) sur I'évolution des deariables considérées entre 2 et 5 mois.
Etant donné le faible nombre d’individus étudiésniveau de significativité a été fixé a p =
0.05.

b) Spirométrie
Déroulement des tests

Les tests se sont déroulés conformément a la puoeécrite pour les chiens adultes.

Variables calculées a partir des courbes débit-volu me

L'ensemble des variables évaluées chez l'adulte &ét étudiées chez les animaux en

croissance.

Animaux

Cing chiens sains et 12 chiens GRMD ont été indarss cette étude.

Déroulement de I'étude

L'objectif de cette étude était de déterminer léwion des parametres de spirométrie,
démontrés comme pertinents chez I'adulte, chezkiess en croissance, de 'age de 2 mois a
'age de 9 mois. Les variables n'ayant pas démod&édifférence entre chiens sains et
GRMD adultes ont malgré cela été analysées, afimal@as négliger I'éventualité d'une
présentation précoce du déficit respiratoire quurpot éventuellement difféerer de la
présentation plus tardive précédemment décritet tégis étaient planifiés, soit un test par

mois. Dans le tableau 10, figure le détail destesdlisés par animal.
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Tableau 10 : Spirométrie - animaux inclus dans le suivi longitudinal
Nom Statut Age (mois)
2 3 4 5 6 7 8 9

Dzer A | Sain X X nr X X X X X

DzastreO | Sain X X nr X X X X X

Ego < | Sain nr nr X X Adoption

Euro = | Sain nr X X Adoption

Ezut X | Sain na X X X Adoption

Ebam = | GRMD | X X X X X X X X

Eboum GRMD | na X X X X X X X

Eaudvy = | GRMD | na X X X X X X X

Ebim @® | GRMD | X X X X Déces a 6 mois euthanasie perte locomotion

ET. X | GRMD | na X X X X Déces a 6 mois anesthésie

Ehouaf® | GRMD | nr X X X X Suivi en cours

Eiffel GRMD | X X X X X X X Deces a 815 mois —
euthanasie perte
ocomotion + digestif

EinsteinX | GRMD | na X X X Déces a 5.5 mo— euthanasie perte locomotign

Eop GRMD | X X X X X Décées a 6 mois euthanasie perte

locomotion

Ercule GRMD | na X X X X X X Déces a 8/mois -
bronchopneumonie

Evian GRMD | X X X X Déces a 6 mois euthanasie perte locomotion

Exon GRMD | X X nr X X Décés a 6 mois -euthanasie

perte locomotion
A la droite du nom de chaque chien, figure le symbole qui lui correspond, employé dans

les graphes des figures 17 a 19. Les cases dans lesquelles figure un « X » correspondent

aux tests pour lesquels les données sont disponibles. Les cases grisées correspondent

aux tests pour lesquels il y a absence de donnée. L’absence de donnée est justifiée dans

la case grisée. Abréviation : nr : non réalisé ;na : non analysable

270



Analyse statistique

Une ANOVA a mesures répétées a été effectuée suiddenées obtenues chez les chiens
sains et GRMD entre 2 et 5 mois (4 tests). Cesiricion de tranche d’age pour I'analyse a
ete justifiee par le fait qu'a 6, 7, 8 et 9 momls deux chiens sains ont pu étre testés, comme
c'est le cas pour la cinématique diaphragmatiquANDVA a mesures répétées a été
effectuée afin de déterminer 'effet de I'age edffet du groupe (sain versus GRMD) sur
I'évolution des variables considérées entre 2 ands. Etant donné le faible nombre

d’individus étudiés, le niveau de significativit€e fixé a p = 0.05.

Une matrice de corrélation de Pearson a été effectafin d'étudier les corrélations
eventuelles existant entre les différentes vargmblde spirométrie ou de cinématique

diaphragmatiques.

Afin de déterminer, chez les chiens en croissdacpertinence de 'index respiratoire, décrit
chez les animaux adultes, celui-ci a été calcudé détermination de la distance euclidienne
des chiens GRMD au barycentre de la position désnshsains du méme age. Dans cet
objectif, tous ces animaux ont été projetés, ehdatindividus supplémentaires, sur le plan
d’analyse en composantes principales (ACP) définilps 5 chiens sains et 7 chiens GRMD
adultes. Ce plan d’ACP a été défini par ces 12vidds décrits par 5 variables : la distance
parcourue par le diaphragme entre fin d’inspiraoriin d’expiration, I'angle de rétraction

diaphragmatique, le débit inspiratoire de pointdes débits expiratoires a 50 % et 75 % du
volume expiré, normalisés par le débit expiratoieepointe. Cet index a, comme les autres

variables, été soumis a une analyse de varian@sares répétées.

2) Résultats

a) Cinématique diaphragmatique

Chez les chiens GRMD, tous les tests prévus ontésatiisés, a I'exception d’'un test sur
Eboum (7 mois) et d’'un test sur Eaudvy (8 mois). &leurs, 7 des dix chiens GRMD sont
décédés avant la fin du suivi. Parmi ces animauatrg chiens ont des données completes
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jusqu’a 5 mois, un chien jusqu’a 6 mois, et dewsgjua 8 mois. Seuls 3 chiens GRMD ont
donc pu étre suivis jusqu’a I'age de 9 mois (tabl@gn

Le suivi longitudinal, débuté sur 3 des 5 chiensissaa été interrompu par leur départ du
chenil. C’est pourquoi I'analyse statistique netpaue sur I'intervalle 2-5 mois. Les résultats

obtenus de 6 & 9 mois seront néanmoins présentes.

Distance parcourue par le diaphragme

Chez les animaux sains, aucun effet de I'age (p7r42B) n'a été mis en évidence entre I'age
de 2 mois et I'age de 5 mois. La distance moyerarequrue par le diaphragme entre fin
d’inspiration et fin d’expiration, sur ce créneaagk et dans ce groupe, est comprise entre
106.2 % (écart-type 6.1 %) et 131.2 % (écart-typ€ 3b) de la treizieme vertébre thoracique.
Chez les chiens GRMD par contre, une diminutionifigative (p = 0.0116) de cette variable
avec I'age est détectée par I'analyse de varianowsures répétées entre 2 et 5 mois. La
différence entre chiens sains et chiens GRMD, ngmifgcative a 2 (p = 0.4730) et a 3 mois
(p = 0.0590), le devient & 4 mois (p = 0.0020peasiste a 5 mois (p = 0.0097). Cette chute
de mobilité diaphragmatique des quatre mois asitilée par le graphe A de la figure 15. La
différence entre les deux populations semble saterar jusqu’a 9 mois (figure 15 B), méme
si 'analyse statistique n’a pas pu étre menéeujasget age. Les chiens GRMD examinés
tardivement montrent une diminution progressive lder mobilité diaphragmatique, a

I'exception d’un chien (Eboum), qui récupére unellegre mobilité a partir de 8 mois.

Les résultats de l'analyse statistique, ainsi gsenhoyennes et écarts-types obtenus pour les

deux populations a chaque age, sont présentédaltaideau 11.
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Tableau 11 : Cinématique diaphragmatique - distance parcourue par le

diaphragme : suivi longitudinal - résultats de I’'analyse statistique

Age (mois) Moy (ET) sains Moy (ET) GRMD Effet groaip

2 114.2 % (32.0 %) 101.9 % (26.7 %) p =0.4730
3 120.7 % (26.7 %) 96.8 % (18.3 %) p = 0.0590
4 131.2 % (33.6 %) 80.6 % (18.1 %) p = 0.0020

5 106.2 % (6.1 %) 71.8 % (21.6 %) p = 0.0097

6 124.2 % (22.4 %) 64.6 % (24.0 %) -
7 100.3 % (2.8 %) 68.7 % (24.3 %) -
8 80.9 % (23.2 %) 61.0 % (17.5 %) -
9 66.4 % (10.3 %) 66.3 % (5.7 %) -
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Figure 15 : Cinématique diaphragmatique - évolution de la distance
parcourue par le diaphragme avec I'age chez les chiens GRMD, en

comparaison des chiens sains.
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A : évolution de la distance parcourue par le diaphragme chez les chiens GRMD de 2 a 5
mois, en comparaison de la moyenne des valeurs obtenues chez les chiens sains (ligne
grise) = 1 écart-type (espace grisé) B : évolution de cette méme variable, chez les
chiens GRMD de 2 a 9 mois, en comparaison des chiens sains. Les individus sont

représentés par leurs propres symboles, qui figurent dans le tableau 9.
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Index de rétraction caudale du diaphragme

Chez les animaux sains, la valeur de l'angle qunstitue lindex de rétraction
diaphragmatiqgue montre une discrete augmentatien B&ge (p = 0.0360). Le diaphragme
devient donc légerement plus cranial avec I'agandle passant d’une valeur moyenne de
35.6 ° (écart-type : 10.1 °) a deux mois, a 40i8.4 °) a 5 moisA contrarig chez les chiens
GRMD, cet index diminue trés significativement avége (p < 0.0001), sur cette méme
période. Si aucune différence entre les deux ptipn&n’est observée a deux et a trois mois,
'écart se creuse progressivement pour devenirifgigtif a 4 mois (p = 0.0027), et trés
significatif a 5 mois (p < 0.0001). La valeur mogende cet index chez les chiens GRMD
passe en effet de 42.1 ° (écart-type 7.7 °) a Z3nil7.8 ° (écart-type 5.8 °) a 5 mois. Les
graphes A et B de la figure 16 illustrent nettenemntecul du diaphragme enter 2 et 5 mais,
puisqu’a cet age il n’existe plus de superpositienvaleurs entre les deux populations. En
dépit de I'absence d’analyse statistique entre  mbis, le graphe B de la figure 16 montre
un maintien de la valeur de cet index pour les aninsuivis tardivement. Les résultats de
'analyse statistique, ainsi que les moyennes att®types obtenus pour les deux populations

a chaque age, sont présentés dans le tableau 12.

Tableau 12 : Cinématique diaphragmatique - index de rétraction

diaphragmatique : suivi longitudinal - résultats de I'analyse statistique

Age (mois) Moy (ET) sains Moy (ET) GRMD Effet graaip
2 35.6 ° (10.1 °) 42.1°(7.7°) p=0.2170
3 38.0° (6.2 °) 34.5°(9.4°) p = 0.4680
4 41.7°(7.9°) 20.5°(115°) p = 0.0027

5 40.6 ° (8.4 °) 17.8° (5.8 °) p <0.0001

6 46.0 ° (0.27 °) 17.2°(9.9°)

7 42.9°(1.5°) 20.5°(14.1°)

8 43.6°(5.5°) 18.2°(11.8°)

9 44.1°(2.0°) 23.6°(2.7°)
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Figure 16 : Cinématique diaphragmatique - évolution de I'index de
rétraction diaphragmatique avec I’age chez les chiens GRMD, en

comparaison des chiens sains.
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A : évolution de I'angle de rétraction diaphragmatique chez les chiens GRMD de 2 a 5
mois, en comparaison de la moyenne des valeurs obtenues chez les chiens sains (ligne
grise) + 1 écart-type (espace grisé) B : évolution de cette méme variable, chez les
chiens GRMD de 2 a 9 mois, en comparaison des chiens sains. Les individus sont

représentés par leurs propres symboles, qui figurent dans le tableau 9
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b) Spirométrie

Le test s’est montré réalisable et bien toléré aeieunes animaux. Néanmoins, certaines
courbes débit-volume n’ont pas pu étre analyséais {@bleau 10). En effet, a 'age de deux
mois, ceci a été le cas pour cing chiens GRMD 4ute$tés, et un chien sain sur trois. A ce
jeune age, les débits sont faibles et le systennens@trique utilisé s’est montré peu sensible
a la détection de cycles respiratoires chez cets @gtimaux, ce qui a entrainé des erreurs du
logiciel d’analyse sur la sélection des courbesitd@bdume. De telles courbes aberrantes

n’ont donc pas pu étre analysées. Ce problemeesesas représenté au temps suivants.

L’ensemble des résultats obtenus pour les varialdéSes pour les chiens adultes (23
variables) a été analysé, afin de déterminer siv@mbles non modifiées chez l'adulte
pouvaient subir des modifications a des stadesopes; et afin d’étudier I'évolution des

variables démontrées comme modifiées chez lesesdult

L’'analyse de variance a démontré que seules laables modifiées chez I'adulte le sont
également chez les chiots, et subissent des maiilifits lies a I'age. Seuls les résultats

obtenus pour ces variables seront donc présentés.
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Le débit inspiratoire de pointe normalisé par le dé bit
expiratoire de pointe (DIP/DEP)

Le débit inspiratoire de pointe, exprimé en poutage du debit expiratoire de pointe, ne
subit pas d’effet significatif (p = 0.1101) de l&ghez les chiens GRMD de 2 a 5 mois. Les
valeurs moyennes obtenues pour les chiens saibkdta 13) sont comparables a celles
rapportées plus haut pour les animaux adultes $a#8 %, ecart-type : 11.1 %). Par contre,
la moyenne des valeurs obtenues chez les chiensOG@ableau 13) est moins basse que
celle des chiens adultes qui était de 44.0 % (dgpet 15.2 %). Ainsi, 'analyse de variance
réalisée entre 2 et 5 mois ne révele une différampaficative entre les deux groupes qu’'a
'age de 4 mois (p = 0.0022). Les graphes de laréidl7 illustrent le fait que cette variable
montre une tendance a la diminution chez les cHBRKID, avec bien souvent, comme cela
était également le cas chez les chiens adultezamede superposition des deux populations.
Au sein de la population de chiens GRMD a 9 mas] an animal (Ebam) atteint une valeur
située dans la tranche basse de celles observéedeshadultes (31.7 %). L’hypothese selon

laquelle la chute de DIP/DEP serait un évenemedif faourrait donc étre formulée.

Tableau 13 : Spirométrie — suivi longitudinal - résultats de I'analyse

statistique pour le ratio DIP/DEP

Age (mois) Moy (ET) sains Moy (ET) GRMD Effet graaip
2 65.3 % (22.8 %) 69.3 % (14.2 %) p =0,7663
3 64.5 % (18.1 %) 52.8 % (12.5 %) p=0.1756
4 76.9 % (16.7 %) 50.4 % (9.2 %) p = 0.0022

5 59.3 % (12.9 %) 50.3 % (13.8 %) p = 0.2222
6 61.7 % (9.7 %) 50.7 % (14.5 %)

7 63.0 % (2.9 %) 54.3 % (6.1 %)

8 65.8 % (7.3 %) 53.2 % (8.0 %)

9 86.2 % (51.2 %) 55.4 % (21.7 %)
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Figure 17 : Spirométrie — Evolution du débit inspiratoire de pointe,
normalisé par le débit expiratoire de pointe chez les chiens GRMD, en

comparaison des chiens sains.
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A : évolution du débit inspiratoire de pointe normalisé par le débit expiratoire de pointe
chez les chiens GRMD de 2 a 5 mois, en comparaison de la moyenne des valeurs
obtenues chez les chiens sains (ligne grise) £ 1 écart-type (espace grisé) B : évolution
de cette méme variable, chez les chiens GRMD de 2 a 9 mois, en comparaison des chiens
sains. Les individus sont représentés par leurs propres symboles, qui figurent dans le
tableau 10.
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Le débit expiratoire a 50 % du volume expiré, norma
deébit expiratoire de pointe (DE50/DEP)

lisé par le

Le ratio du débit expiratoire a 50 % du volume expur le débit expiratoire de pointe,
démontré comme discrétement diminué chez les ch#RSID adultes, montre chez les
jeunes chiens GRMD le méme type de modificatiohefet de I'age n’est pas significatif (p

= 0.1853) sur I'évolution de cette variable, il apgit, a la lecture des graphes de la figure 18,
gue les chiens GRMD se situent le plus souvent kopspulation de chiens sains, dés I'age
de 4 mois, age auquel la diminution de D50/DERigstificative (p = 0.0065).

Tableau 14 : Spirométrie — suivi longitudinal - résultats de I'analyse
statistique pour le ratio DE50/DEP

Age (mois) Moy (ET) sains Moy (ET) GRMD Effet graaip
2 93.9 % (5.3 %) 81.2 % (15.2 %) p =0.3112
3 89.0 % (14.3 %) 88.7 % (6.7 %) p = 0.9985
4 94.8 % (1.8 %) 80.9 % (6.7 %) p = 0.0065

5 86.9 % (4.8 %) 75.6 % (11.3 %) p = 0.1062
6 74.4 % (17.4 %) 72.9 % (13.3 %)

7 73.7 % (20.9 %) 65.0 % (11.2 %)

8 93.5 % (3.9 %) 66.6 % (14.0 %)

9 83.4 % (7.1 %) 63.4 % (9.9 %)
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Figure 18 : Spirométrie - évolution du débit expiratoire a 50 % du volume
expiré, normalisé par le débit expiratoire de pointe avec I'dge chez les

chiens GRMD en comparaison des chiens sains.
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A ! évolution du débit expiratoire a 50 % du volume expiré, normalisé par le débit
expiratoire de pointe chez les chiens GRMD de 2 a 5 mois, en comparaison de la
moyenne des valeurs obtenues chez les chiens sains (ligne grise) £ 1 écart-type (espace
grisé) B : évolution de cette méme variable, chez les chiens GRMD de 2 a 9 mois, en
comparaison des chiens sains. Les individus sont représentés par leurs propres symboles,

qui figurent dans le tableau 10.
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Suivant I'évolution décrite pour le ratio DE50/DERe ratio DE50/DE25 diminue
progressivement avec I'age (effet age significatif 0.0361). La différence est également
non significative a 2 et 3 mois, pour devenir digative a 4 (p = 0.0002) et 5 (p = 0.0212)

mois.

Le débit expiratoire & 75 % du volume expiré, norma
débit expiratoire de pointe (DE75/DEP)

lisé par le

Le débit expiratoire a 75 % du volume expiré, ndiwéapar le débit expiratoire de pointe,
significativement diminué chez le chien GRMD aduyjpe= 0.0008), n’est, a 'age de deux
mois, pas modifié chez le chien GRMD. Cependantatie diminue significativement avec
'age (p = 0.0256) chez les chiens GRMD, et la&ldhce avec les valeurs obtenues chez les
chiens sains est significative a partir de 3 mpis 0.0377), différence qui s’accentue par la
suite, comme le montrent les résultats de I'anatyagstique figurant dans le tableau 15, ainsi

gue les graphes de la figure 19.

Tableau 15 : Spirométrie — suivi longitudinal - résultats de I'analyse
statistique pour le ratio DE75/DEP

Age (mois) Moy (ET) sains Moy (ET) GRMD Effet graaip
2 79.9 % (8.7 %) 64.1 % (24.8 %) p =0.4310
3 66.9 % (10.3 %) 56.6 % (7.9 %) p = 0.0377

4 80.6 % (19.0 %) 50.8 % (11.3 %) p = 0.0044

5 76.6 % (19.5 %) 47.6 % (16.6 %) p =0.0117

6 58.7 % (0.9 %) 47.2 % (16.0 %)

7 69.2 % (8.2 %) 39.4 % (15.0 %)

8 72.6 % (2.4 %) 43.3 % (11.9 %)

9 66.4 % (13.6 %) 40.2 % (10.7 %) -
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Figure 19 : Spirométrie - évolution du débit expiratoire a 75 % du volume
expiré, normalisé par le débit expiratoire de pointe avec I'dge chez les

chiens GRMD en comparaison des chiens sains.
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A : évolution du débit expiratoire a 50 % du volume expiré, normalisé par le débit
expiratoire de pointe chez les chiens GRMD de 2 a 5 mois, en comparaison de la
moyenne des valeurs obtenues chez les chiens sains (ligne grise) £ 1 écart-type (espace
grisé) B : évolution de cette méme variable, chez les chiens GRMD de 2 a 9 mois, en
comparaison des chiens sains. Les individus sont représentés par leurs propres symboles,

qui figurent dans le tableau 10
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Le ratio DE75/DE25, exprimant le débit expiratar&5 % du volume expiré, en pourcentage
du débit expiratoire a 25 % du volume expiré, moidr méme type d’évolution que le ratio

DE75/DEP. Cependant, 'effet de I'dge sur I'évadatide cet index n’est pas significatif (p =

0.0564), et la différence avec la population dewchisains ne devient significative qu'a I'age
de 4 mois (p = 0.0002).

Etude de corrélation entre variables

La matrice de corrélation de Pearson, effectuédesuchiens GRMD en croissance, montre
guelques corrélations significatives. Ainsi, comlaemontrent les résultats énoncés dans le
tableau 16, l'angle de rétraction diaphragmatiqsé sgnificativement corrélé avec la
distance parcourue par le diaphragme, le débitiratsire et le débit a 75 % du volume
expiré, rapportés au débit expiratoire de pointexiste également des corrélations entre
variables spirométriques : le débit expiratoires@@ du volume expiré, normalisé par le débit
expiratoire de pointe, est corrélé au débit inspira de pointe et au débit expiratoire a 50 %
du volume expiré normalisés par le débit expiratdie pointe. Par contre, aucune corrélation
n'est démontrée entre la distance parcourue pdralghragme entre fin d’inspiration et fin
d’expiration et les variables spirométriques. It également important de noter que les
corrélations, certes significatives, mises en éwde restent faibles puisque le coefficient de
Pearson le plus élevé est de 0.45 (corrélatioreeargle de rétraction diaphragmatique et
DIP/DEP).

Tableau 16 : Corrélations entre variables de cinématique diaphragmatique

et de spirométrie. Résultats des coefficients de corrélation de Pearson.

Distance Angle DIP/DEP DE50/DEP DE75/DEP

Distance 0.32 (p = 0.0223) 0.06 (0.6693) 0.19 (p =0.1734) 0.21 (p = 0.1386)

Angle

0.32 (p = 0.0223

0.45 (p = 0.0010

-0.12 (p = 0.3937

)0.28 (p = 0.044¢

DIP/DEP

0.06 (p = 0.6693

0.45 (p = 0.0010

-0.06 (p = 0.6613

)0.38 (p = 0.0056

DES0/DEP

0.19 (p = 0.1734)

-0.12 (p = 0.39

39.06 (p = 0.6613

0.35 (p = 0.0124

~

DE75/DEP

0.21 (p = 0.1386)

0.28 (p = 0.0449

0.38 (p = 0.0056

0.35 (p = 0.0124
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Analyse en composantes principales — index respirat oire

La distance euclidienne entre la position de champaividu, projeté comme individu
supplémentaire sur le plan d’ACP défini par legremix adultes, et le centre de gravité des
positions des chiens sains du méme age a été @aleuhommeée index respiratoire. Cet index
permet de situer chaque individu, en fonction daews obtenues a un age donné, pour
chacune des cing variables d’intérét considérdssnaes par les deux méthodes d’évaluation
gue sont cinématique diaphragmatique et spiroméd@enme pour la plupart des variables
étudiée individuellement, cet index n’est pas digaiivement modifié aux temps précoces de
la maladie. Il devient significativement augmerttézles chiens GRMD a partir de 4 mois (p
= 0.0007), comme le montrent les résultats de Keseastatistique figurant dans le tableau 17.
Les graphes de la figure 20 illustrent égalemette@yolution : a 2 et a 3 mois (graphes A et
B), les points représentant les individus GRMD sgpegposent a la population de chiens
sains, pour se diriger vers, voire rejoindre, lagaide points des chiens GRMD adultes a 4 et
a 5 mois (graphes C et D). L'augmentation de ad¢xravec I'age chez les chiens GRMD est

d’ailleurs significative (effet age : p = 0.0055).

Tableau 17 : Index respiratoire - résultats de I'analyse statistique chez les

chiens en cours d’évolution, de 2 a 5 mois.

Age (moais) Moy (ET) sains Moy (ET) GRMD Effet graaip
2 1.05 (0) 2.48 (1.02) p=0.1188
3 1.52 (0.43) 1.92 (0.54) p =0.2120
4 1.47 (0.21) 3.81(0.81) p = 0.0007
5 1.16 (0.60) 2.98 (0.70) p = 0.0007
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Figure 20 : Analyse en composantes principales — projection des chiens en

croissance - évolution de l'index respiratoire entre 2 et 5 mois.
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A a D : projection des chiens en croissance sur le plan d’ACP défini par les adultes. La
composante 1 (axe horizontal) représente 64.43% de la variance, la composante 2 (axe
vertical) 20.13 %. Les chiens GRMD adultes sont représentés par des cercles gris pleins,
les chiens sains adultes par des cercles gris vides. Chaque chien en croissance est
représenté par son propre symbole (tableaux 9 et 10). A : projection des chiens de 2
mois ; B : projection des chiens de 3 mois ; C : projection des chiens de 4 mois ; D :
projection des chiens de 5 mois. Le graphe E représente I’évolution entre deux et cing
mois, pour chaque chien GRMD, de l'index respiratoire, calculé par mesure de la distance
euclidienne au centre de gravité des chiens sains du méme 4ge, en comparaison de la
moyenne (ligne grise) + un écart-type (espace grisé) des valeurs obtenues chez les

chiens sains.

D. Discussion

Chez le chien GRMD, une dysfonction musculaire iragpire est présente, comme en
témoignent certains signes cliniques tels que pdgpaprés un exercice modéré, ou encore
discordance, également exacerbée par I'exercices'mstallent chez tous les individus
atteints, des quelques mois d’évolution (Valenghal. 1988). Souvent décrit a I'aide de ces
signes cliniques, le déficit de la fonction resming n’a toutefois jamais été quantifié dans ce
modéle. L’importance clinigue que revét cette farctpour les patients, et I'enjeu
thérapeutique qu’elle représente, en tant que cauzgeure de déces (Manzur et al. 2008),
rendent inenvisageable le fait de s’affranchir’dedluation de cette fonction dans un modele

pré-clinique tel que le chien GRMD.

Deux méthodes différentes d’évaluation de la famctiespiratoire du chien GRMD ont donc
été évaluées, et ont permis d’identifier des véemlrapables de distinguer de maniere
guantifiée la fonction respiratoire des chiens GRtbDcelle de chiens sains.

La premiére méthode, nommée cinématique diaphragueatet basée sur une analyse
d'images radioscopiques, a permis de valider lénmrce de deux variables. L'une, l'index
de rétraction caudale du diaphragme, a été calaiiéal’objectiver et de quantifier un recul
du diaphragme, classiguement observé sur les slichdiographiques du thorax de ces
animaux (Brumitt et al. 2006). L'autre variable ntiiée a été choisie afin de vérifier
I'hypothése selon laquelle le diaphragme des chi@R&D serait moins mobile (Brumitt et
al. 2006), ce qui est connu chez les patientsnastele DMD (Ayoub et al. 2002). C’est le

calcul de cette variable qui a motive le choix dxoyer la radioscopie, méthode utilisée chez
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les patients dans le cadre de la détection et du i@ paralysies diaphragmatiques
(Fromageot et al. 2001, Roberts 2009, Toledo e2@D3). Grace a ces index, la position
anormalement caudale du diaphragme chez les c@RMD a été confirmée, associée a une
diminution du déplacement de ce muscle durantdairation. La démonstration a été faite
gue ces deux anomalies pouvaient étre quantifi€agla des index choisis, et ce, de maniere
répétable, malgré les potentielles variations dsitjpmnement de I'animal au cours de
'acquisition des images.

Le diaphragme, principal muscle inspiratoire (Ayaetbal. 2002, Wilcox and Pardy 1989),
montre d’importantes lésions histologiques chezxhéen GRMD (Shimatsu et al. 2005,
Valentine et al. 1990, Yuasa et al. 2008), mémes dades tres précoces (Nguyen et al.
2002), et représente I'un des muscles les plushtmicCes modifications histologiques
entrainent notamment une diminution du nombre deedi musculaires, progressivement
remplacées par du tissu fibreux ou adipeux (Shimetsl. 2005) (Valentine et al. 1990). En
relation avec ces lésions, le diaphragme dystrajghigrésente donc une altération de sa
fonction, celle d’assurer une dépression permettamipiration, phase active du cycle

respiratoire.

Chez le chien GRMD, une hypokinésie diaphragmatfcpreche a été mise en évidence. Cette
perte de mobilité peut constituer un reflet dealdésionnel du diaphragme, de son degré de
pseudohypertrophie (Valentine et al. 1990) et depsepriétés de compliance. Néanmoins, la
mesure de mobilité effectuée est probablement dsajgar le recrutement des muscles
abdominaux, qui compensent la faiblesse diaphragogtpar leur contraction en expiration
et leur relachement au moment de l'inspiration (&4l and Pardy 1989). La participation de
ces muscles peut contribuer a minimiser la pertmaleilité mesurée (Fromageot et al. 2001).
Ceci peut étre a lorigine de la survenue relatigein tardive de [I'hypokinésie
diaphragmatique, a 'age de 4 mois. En effet, épliagme est |ésé bien plus précocement, et
la discordance, traduction cliniqgue d’'une faibledeghragmatique (Wilcox and Pardy 1989)
et du relai pris par les muscles abdominaux, egt péésente chez beaucoup d’animaux a
'age de 2 ou 3 mois. Avant I'age de 4 mois, l'aide ces muscles est probablement a
I'origine d’une mobilité normale ou subnormale dapghragme au cours du cycle respiratoire,
par entrainement passif. Apres 4 mois, la contobude ces muscles ne suffit probablement
plus a maintenir une mobilité diaphragmatique, ainaint les différences significatives

observées comparativement aux animaux sains.
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La parésie diaphragmatique progressive, la dinonutrobable de compliance de ce muscle,
mais aussi la contribution compensatrice des msistbelominaux d’'une part et intercostaux
d’autre part, sont tres probablement a I'originesdgoosition anormalement caudale. En effet,
I’hypercontraction et la fibrose des portions muaitas du diaphragme sont a 'origine d’une
diminution importante de la surface que représeamntena zones (Valentine et al. 1990). Ce
premier €lément justifie le terme de rétraction k@ ici pour nommer I'index permettant la
guantification de la position diaphragmatique. Lantcibution secondaire des muscles
intercostaux serait par ailleurs responsable dgéeente hyperinflation pulmonaire, et donc
€galement de la position anormalement caudale dphdagme, visibles sur les clichés
radiographiques thoraciques (Brumitt et al. 2008Jnsi, si l'index de rétraction
diaphragmatique devient significativement modifié6 améme stade que la mobilité
diaphragmatique, c’est-a-dire a 4 mois, il n’entgepas moins le reflet probable d’un

evenement plus secondaire.

La survenue de hernies hiatales chez le chien GRigdésente également un signe
d'incompétence diaphragmatique. Le meécanisme deesue de ces hernies n'est pas
clairement explicité. Le fait que le diaphragme paoisitionné anormalement caudalement, ou
encore le peu de mobilité diaphragmatique, assoiécontractions abdominales au cours de
la respiration, figurent parmi les hypotheses ém{8rumitt et al. 2006). Cependant, aucune
relation entre présence de hernie hiatale et posiiu mobilité du diaphragme n’a pu étre
mise en évidence. Le mécanisme en cause est dobahpement plus complexe que cela, et
multifactoriel : il doit également dépendre desspiens exercées par les muscles auxiliaires

au niveau de la jonction cardiale.

Le deuxieme outil évalué dans cette étude estitaraptrie, appliquée a I'analyse de courbes
débit-volume en respiration de Tidal. Cette méthdidgaluation avait fait I'objet de quelques
publications chez le chien et également chez levath@Amis et al. 1986, Amis and
Kurpershoek 1986, Evans 2007). Dans la mesure outi restait malgré tout peu répandu
en clinique canine, et dans un contexte d’évalnatianimaux de tailles tres différentes, une
étude de corrélation des débits et volumes meswrémbarit de I'animal, déja partiellement
effectuée et publiée, a été conduite ici. Les tamibbtenus confirment les données publiées
chez le chien (Amis and Kurpershoek 1986), selsguelles volumes et débits sont corrélés
au gabarit de I'animal, ce qui n’est pas le casrdpports de débité\ contrariq les différents

ratios de débits calculés sont totalement décariddg variations de taille.
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Ces ratios, calculés afin de décrire quantitativenfaspect des courbes débit-volume, sont
les variables qui se sont révélées avoir un int&nék le chien GRMD. Ainsi, le rapport du
débit inspiratoire maximal, dit « de pointe », $eirdébit expiratoire maximal s’est avéré
significativement plus faible chez le chien GRMDeffort de dépression appliqué a la cage
thoracique durant l'inspiration est donc infériehiez les animaux malades. Ce point pourrait
s’expliqguer par la faiblesse diaphragmatique quistexchez ces animaux. En effet, le
diaphragme constitue le principal muscle inspirat¢Ayoub et al. 2002, Wilcox and Pardy
1989). Il est donc évident qu'une faiblesse de ig@lumpacte directement la fonction
inspiratoire, malgré le relai pris par les musaesominaux notamment. Cette contribution
des muscles auxiliaires inverse la mécanique r@sie normale: en situation
physiologique, le diaphragme exerce une dépresamive durant l'inspiration, et son
relachement est responsable de I'expiration, gestndonc pas un phénomeéne actif. Lorsque
les muscles abdominaux viennent soutenir une fomctliaphragmatique altérée, leur
contraction active permet I'expiration, tandis qgeer relachement soutient l'inspiration
(Wilcox and Pardy 1989). C’est donc I'expirationi gilevient la phase active du cycle
respiratoire. Cette inversion de la mécanique laotre pourrait expliquer le faible débit
inspiratoire en comparaison du débit expiratoirezcles chiens GRMD, mais également le
creusement de la courbe débit-volume en fin d’etjan, quantifié par les ratios de débit a 75
% et 50 % du volume expiré sur le débit expiratdieepointe, ou a 25 % du volume expiré.
L’hypothése formulée est donc celle selon laqueliez ces animaux, et contrairement a une
expiration en situation de fonction diaphragmatiquermale, au cours de laquelle le
diaphragme se relache et revient vers l'avant arplssse, les muscles abdominaux se
contracteraient brutalement en début d’expiratiotleeneureraient contractés jusqu’a la fin de
cette phase. Cette contraction brutale, puis mailgieen opposition avec le relachement du
diaphragme, plus souple, expliquerait que le dékiratoire ne puisse étre maintenu a des
niveaux équivalents a ceux produits par une expiratormale. L’observation d’animaux
GRMD en respiration de repos va dans ce sensmias/ements respiratoires discordants
sont, chez beaucoup d’individus, accompagnés dapparente contraction des muscles de la
ceinture abdominale. Néanmoins, cette hypothes#gesrit d’'étre confirmée, par exemple
par enregistrement de l'activité électromyographigles muscles supposés auxiliaires, au

cours du cycle respiratoire.

Cependant, une toute autre explication pourraite@égent étre trouvée a ces faibles débits en
deuxieme partie d’expiration. Ce type de courbegéeoles profils d’expirations forcées de
type obstructif, chez des patients asthmatiquespample (Pierce 2005). Chez les patients
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atteints de DMD, les obstructions par du mucus, Bgacué en raison de la faiblesse
respiratoire entravant l'efficacité de la toux, sdnéquentes (Beck et al. 2006). Des
microatélectasies se forment (Beck et al. 2006ynet hyperinflation pulmonaire, pouvant
parfois aller jusqu’'a 'emphyseme est décrite cleechien GRMD (Brumitt et al. 2006). Ces
phénomenes peuvent étre a l'origine d’un syndroiveroctif chez les chiens GRMD, qui

peut également contribuer aux faibles débits etgines en fin d’expiration.

Toutefois, si ce syndrome obstructif contribue ptdbment a la chute des index DE75/DEP
et DES0/DEP, il n’est probablement pas la causeennajde ces modifications. En effet, il a
été montré que la présence d'un foyer de bronchopaeie n’a aucun impact significatif sur
ces index. Ceci suggére que la premiere hypothegkcative énonceée, ayant trait a la
contribution des muscles abdominaux, est celleegtiresponsable en plus grande partie des

modifications de profils de courbes débit-volumseanvés.

Les différentes variables démontrées comme petsepour I'évaluation respiratoire du
chien GRMD quantifient chacune un trait différeré th mécanique ventilatoire de ces
animaux, et des phénomenes compensatoires mis venLge figure 21 schématise les
différents mécanismes mis en jeu, et positionnélifédrentes variables utilisées en regard du

déficit qu’elles mesurent le plus probablement.
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Figure 21 : Fonction respiratoire du chien GRMD - mécanismes

hypothétiques mis en jeu
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Devant les variables d’intérét validées, et leérations différentes qu’elles représentent, un

index respiratoire, issu d’une analyse en compesantincipales, a été calculé. Il permet de

situer les animaux plus facilement les uns par@etpgux autres, suivant les résultats obtenus

pour cinq variables d’intérét. La dispersion desmaux GRMD sur le plan d’ACP, traduite

guantitativement par la variabilit¢ de I'index rgaire, illustre I'hnétérogénéité inter-

individuelle, qui existe également pour la foncti@spiratoire. Cet index, démontré comme

fortement discriminant entre chiens sains et ch@®R81D dés 4 mois, pourrait étre employé

comme index global, permettant de grader la fonctespiratoire grace a une seule variable

composite, rendant ainsi les résultats plus lisible

Il est surprenant de noter que la présence d’uaechopneumonie n’a aucun impact sur les

variables spirométriques. Ceci est en contradicdnet les observations faites sur des courbes

débit-volume obtenues sur des chiens atteints filerehites affections respiratoires (Amis et
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al. 1986, Amis and Kurpershoek 1986), méme si tmtimopneumonie ne figurait pas dans
ces études. Ce point pourrait suggérer un mangserdggbilité de la méthode choisie, comme
cela a été avancé par certains auteurs (RozandkHaffman 1999), mais les différences
flagrantes de profils de courbes débit-volume mdslichez des chiens atteints de bronchites
chroniques, de collapsus trachéal, ou de pardligsragée remettent en cause cette hypothése
de manque de sensibilité (Amis and Kurpershoek 1986 point important est que cette
étude de l'influence de la présence d’'une bronchopronie sur les variables spirométriques
a été menée sur des chiens GRMD. Ces animaux peéseigja, a I'état de base, des
altérations de leur profil de courbe débit-volurgtudier I'effet d’'une affection pulmonaire
sur des animaux tels que des chiens GRMD n’est das@isé, puisque deux problématiques
différentes se mélent, voire méme interagissent.aifeurs, la capacité de ces animaux a
adapter leur mécanique ventilatoire a une situgiathologique pulmonaire est probablement
tres restreinte, du fait de leur faiblesse respiratglobale. En tout état de cause, il était
nécessaire de mener cette étude, dans un contéxtlesocomplications pulmonaires
infectieuses sont fréquentes chez les chiens GRM#ait primordial de connaitre I'impact
de ce type d’affection sur le modéle GRMD, carrababilité que ce type de complication se
produise sur des chiens en cours d'essai pré-gknigst importante. Le fait que les
bronchopneumonies ne modifient pas les variablérmptriques d’intérét constitue un
avantage pour le suivi des chiens GRMD et la compan des chiens les uns par rapport aux
autres. Une nuance doit cependant étre apportég :ahimaux inclus dans I'étude de
l'influence de lésions de bronchopneumonie présemtales foyers alvéolaires limités en
taille sur les clichés radiographiques de thorak.nlest donc pas exclu qu'une
bronchopneumonie trés étendue en phase aigué pergsginer des modifications des

variables étudiées.

Une étude menée chez la soumdxen respiration spontanée a montré que les saetsllis
ages présentaient une chute de leur volume coumeaig, maintenaient leur ventilation minute
par une polypnée compensatrice (Ishizaki et al8p0Dette chute du volume courant, tardive
chez les patients, n'a pas été mise en évidenceh&d le chien GRMD, pourtant présenté
comme plus touché que la souris. Ceci peut s’edpligpar les différences existant dans la
méthodologie d’obtention des données de volumeatuAu cours de ces tests, les souris
sont placées dans une chambre dédiée, dans laglieflesont libres de leurs mouvements, et
explorent leur environnement. Les animaux ne samicdpas réellement testés au repos,
contrairement aux chiens GRMD dans les tests B&is. Il est trés probable que les mémes

modifications du volume courant seraient misesvétiedice aprés un exercice modéré chez le
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chien GRMD, puisque quelques foulées suffisent eoua entrainer chez ces animaux une
polypnée, probablement compensatrice de la réduchiovolume courant (Valentine et al.
1988). L'emploi de méthodes permettant d’exacetlesr modifications et de mettre en
evidence des déficits non mesurés au repos, tgliam exercice standardis€ ou encore
linhalation de CO2 a un taux de 7 % par exemplaiaat pu étre envisagées, et auraient
probablement permis de déceler d’'autres caradtprest respiratoires du chien GRMD
Néanmoins, la difficulté de standardiser un exerdians ce modéle a été évoquée plus haut et
représente ici encore un point critique. Par aileune mesure au repos sans stimulation de

guelque nature qu’elle soit est un reflet plus edada situation physiologique de I'animal.

Dans ce contexte, une critique pourrait étre fodmwoncernant le positionnement des chiens
en décubitus latéral droit pour I'acquisition degges radioscopiques. Non seulement cette
position est peu physiologique, mais le décubistscennu en tant que facteur aggravant la
fonction respiratoire chez le patient atteint de DNBSharma 2009). Il n’est toutefois pas
certain que la méme différence existe entre latippsdebout et la position couchée chez le
chien GRMD, en raison de sa quadrupédie. Par eslléel repere anatomique choisi pour les
analyses d'images, le foramen de la veine caveateudécessite le décubitus latéral droit
pour étre correctement visualisé sur les clichigsg ed’autant plus chez les chiens GRMD qui
présentent une asymeétrie diaphragmatique, avecéumdiaphragme gauche plus cranial
(Brumitt et al. 2006).

Une limite de la méthode de cinématique diaphragmeatest représentée par l'utilisation de
rayons X. La fréquence de répétition de ces exarashslonc a modeérer, que ce soit pour
I'animal ou pour I'opérateur exposés. Le méme tgpemesure de mobilité diaphragmatique
peut étre réalisé a partir d'images échographiddgsub et al. 2002, Toledo et al. 2003).
Une telle méthodologie pourrait constituer une raléve intéressante a l'usage de la

radioscopie, tout en permettant d’obtenir le méype d’information.

Une autre limite de cette méthode est le tempsatijan. Si le test en lui-méme est rapide
(quelgues minutes), le processus d’analyse desesnest plus long. Le transfert des images
DICOM vers le logiciel capable de les lire, la séilen et I'export d'images exploitables, en
fin d’inspiration et fin d’'expiration, et enfin leuraitement dans les logiciels d’analyse
d'image (4 cycles respiratoires) peuvent prendsgyta 45 minutes par test. Ce point
représente un désavantage conséquent dans le teomtexrecherche d’outils simples a

manier, eta fortiori pour son utilisation au cours d’essais pré-cliegunécessitant des
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résultats rapidement obtenus. Une automatisation’at@lyse serait donc une voie a

envisager afin de diminuer le temps d’obtention réssiltats.

La spirométrie, quant a elle, a montré une limies [de son utilisation chez de trés jeunes
chiots de deux mois: le logiciel s’est avéré iratdp de détecter correctement les cycles
respiratoires, et donc d’identifier de maniéregusts boucles débit-volume. Cet écueil est, de
facon tres probable, lié a un probleme de senhilu systéme (spirometre et/ou logiciel
associé), et devrait pouvoir étre surmonté pailiation d'un appareillage plus sensible,

destiné a un usage pédiatrique par exemple.

Une limite importante des deux études de suivigitadinaux, que ce soit par cinématique
diaphragmatique ou spirométrie, est le faible n@mtianimaux témoins, limitant I'analyse
comparée chien GRMD-chien sain a la tranche d’agenzois. L'acquisition de données
supplémentaires sur chiens sains est donc absdluréeessaire, afin de disposer de données

longitudinales complétes.

Cependant, malgré le faible nombre de sujets shassuivis longitudinaux des différentes
variables ont permis de déterminer que I'age deofsrast un age clé, a partir duquel la
fonction respiratoire, mesurée par différents inaest altérée significativement. Il est possible
gue les lésions diaphragmatiques, déja préserdsgdt dans la vie de I'animal, entrainent
dans un premier temps une dysfonction modérée, ens@e par la contribution des muscles
compensateurs, notamment abdominaux. Cette cottribest détectable des I'age de 3 mois
par le ratio DE75/DEP. A I'age de 4 mois, la dysfion diaphragmatique progressant, et
'aide des muscles compensateurs ne suffisantgplusbiliser suffisamment le diaphragme,
ce dernier perd en mobilité sur les images radisc@s. La rétraction caudale de ce muscle
est également installée a ce stade. L'index resjiea global, est d'ailleurs lui aussi
significativement modifié a 'age de 4 mois. Cet agprésente donc un seuil a prendre en
considération : I'évaluation de la fonction resfmiee doit étre réalisée aprés I'age de 4 mois,

un résultat normal acquis a un temps plus précoaegmt s’avérer de faible pertinence.

De ce suivi longitudinal ressort également, une fmcore, I'hétérogénéité interindividuelle
d’évolution des animaux, qui existe également dbezpatients (Phillips et al. 2001). Cette
problématique est a considérer dans I'élaborat®mprdtocoles d’essais thérapeutiques. Des
outils tels que cinématique diaphragmatique etospétrie permettent de documenter
quantitativement la variabilité inter-individuelleespiratoire, et donc de la maitriser

partiellement.
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Chapitre 2 : Identification de
marqueurs prédictifs de
I’évolution clinique des chiens
GRMD

I. Introduction

L’hétérogénéité clinique existant chez les chieRMB est une problématique bien connue,
inhérente a l'utilisation de ce modéle (Ambrosioatt 2009, Valentine et al. 1988), et
constitue un point critique lorsqu’il s’agit d'évar ces animaux (Banks and Chamberlain
2008). Les outils mis en place dans le chapitratltaus mis en évidence cette hétérogénéité.
Néanmoins, ils ont permis de la quantifier de manpFécise, ce qui constitue un premier pas
vers la maitrise de cette variabilité inter-indivédle : I'évolution de chiens traités peut étre
confrontée a celle de la population GRMD, quartifpar telle ou telle variable, a condition,

bien entendu, de raisonner sur le groupe.

Maitriser totalement cette contrainte qu’est I'lnég€néité clinique reviendrait a la faire
disparaitre, et a disposer de groupes homogends plan de leur évolution. Etre en mesure
de prédire I'évolution clinique des animaux de reamiprécoce, au moment de leur inclusion
dans des essais pré-cliniques, pourrait permeérdigsposer de ces groupes homogenes au
départ, et donc probablement de diminuer le nordlaeimaux a inclure, et d’augmenter la

lisibilité des résultats.

Chez les patients atteints de DMD, I'hétérogenditéque est également majeure (Desguerre
et al. 2009b). L'évaluation de ces patients dansaldre d’'essais cliniques pose donc les
mémes problemes que celle des chiens GRMD. C’estgpoi, la recherche de facteurs
prédictifs de I'évolution clinique a fait I'objetedrécentes publications, qui ont permis

d’identifier différents marqueurs, aussi variés tmueuantité de cellules souches circulantes
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(Marchesi et al. 2008), la fibrose endomysiale pcécdans le muscle quadriceps (Desguerre
et al. 2009b), le score de testing musculaire maetiée niveau de retard mental (Desguerre
et al. 2009a), le score obtenu a la grille MFM (ondiunction measure) (Vuillerot et al.
2010), ou, plus tardivement, la dysfonction sysiodi ventriculaire gauche (Corrado et al.
2002).

Liée a cette démarche de recherche de facteurgpigdine démarche de classification des
patients a été entreprise, sur la base de nomhreteres. Quatre grandes catégories de
patients ont pu étre identifiées, et I'évolutiorun’individu vers l'une des quatre formes

prédite par des criteres cliniques simples (Desgustral. 2009a). Chez le chien GRMD, une
classification en trois groupes phénotypiques gpédposee, a partir d’'un groupe de quinze
animaux (Ambrosio et al. 2009). Cependant, leseig de classement proposés sont
purement qualitatifs, faute d’outils permettant goentification des altérations fonctionnelles

des animaux, ce qui rend subjective et peu préeite méthode de classification.

Le nombre de chiens GRMD examinés dans le chafitrieien que conséquent pour ce
modéle rare (24 animaux inclus dans I'étude derfatmn par exemple), reste insuffisant
pour permettre I'établissement d’'une classificatiorécise en trois ou quatre groupes.
Toutefois, une forme clinique bien particulieret@ dise en évidence, et bien documentée par
accélérométrie. Il s'agit de la forme qualifiée atélérée, en raison de la dégradation rapide
de la locomotion, chez des animaux qui, en quelg@®saines seulement, présentent une
locomotion aussi altérée que des animaux adulteise wWlavantage. Ces animaux perdent
classiquement la locomotion avant I'age de six maigtrairement aux autres chiens GRMD

qui maintiennent leur capacité d’ambulation.

Une classification en deux grands types d’évolytitorme accélérée ou non, est donc
proposée ici. Bien que grossiere, cette classificaprésente I'avantage d’étre simple et
difficilement contestable. Par ailleurs, étre ersune de prédire une forme acceélérée pourrait
présenter l'avantage de pouvoir inclure sélectiveme@ans les essais pré-cliniques les
animaux destinés a évoluer vers ces formes aceéléfgnsi, I'évaluateur disposerait d’'un
groupe d’animaux présentant une évolution théorpré homogéne, et serait en mesure de
juger de maniére plus fiable d’'un bénéfice thértinaa éventuel.

L'objectif de I'étude présentée dans ce chapitre amnc de rechercher des éléments
permettant de prédire, de la maniere la plus figbkesible, I'évolution des animaux vers une
forme accélérée. Identifier un ou plusieurs margu@uédictifs permettrait de disposer d’'un

nouvel outil optimisant l'utilisation du chien GRMDRQIans des essais pré-cliniques
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systémiques, mais aussi, peut-étre, d’identifies deeécanismes pathogéniques pouvant
représenter des cibles thérapeutiques. Ce derpiat perait plus aisé a identifier dans ce
modeéle, homogeéne sur le plan génétique, que ckgaakients, chez lesquels les nombreuses
mutations sont elles-mémes a l'origine d’'une hééngité, notamment sur le plan du

développement mental (Desguerre et al. 2009a).

Dans ce cadre, des marqueurs histologiques ontreitRerchés, par analyse multi-
paramétrique de biopsies musculaires précocessééalde maniere systématique a I'age de
deux mois. La valeur prédictive de variables ob¢srmgrace aux différents outils mis en place,

et permettant de caractériser les animaux suale ploteur, a également été évaluée.

II. Matériel et Méthodes

A. Recherche de marqueurs prédictifs

histologiques

1) Animaux

Vingt-trois chiens GRMD ont été inclus dans cettigdé. Tous les animaux ont subi une
biopsie musculaire a I'age de deux mois (dge moyeh2 mois, écart-type : 0.17 mois), puis
un suivi clinique de ces animaux a été effectuémiPles vingt-trois chiens inclus, neuf ont
perdu la locomotion, et ont présenté une formelécae de leur maladie. La moyenne d’age
au moment de la biopsie de ces neuf animaux é&aR.t9 mois (écart-type : 0.14 mois),

tandis qu’elle était de 2.07 mois (écart-type 7D dhez les 14 autres individus. (Tableau 1).
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Tableau 1 : Animaux inclus dans I'étude de recherche de marqueurs

prédictifs histologiques

Nom Symbole (graphes) Age Forme accélérée O/N
Charlot X 2.07 N
Charly - 2.07

Cobra X 2.17 N
Crapule 2.37 0]
Dbrouille m 2.03 N
Dfois 2.07 O
Dhioptry 2.03 @]
Didon X 2.17 N
Dk ° 2.13 N
Dlice + 1.83 N
Dlire - 1.83 N
Dluge 1.83 N
Dmon u 1.97 N
Dsir 2.03 @)
Eaudvy - 2.03 N
Ebam - 2.33 N
Ebim P 2.33 @]
Eboum 2.33 N
Einstein X 2.13 (@]
Eject 2.33 @]
Ercule 2.23 N
Evian 2.33 @)
Exon 2.10 0]

A la droite du nom de chaque chien figure le symbole qui lui correspond et sera employé

dans les graphes. Outre I'4ge lors de la biopsie, figure, dans la derniere colonne, le type

d’évolution clinique de chaque animal. En cas de forme accélérée avec perte de la

locomotion, est inscrite la lettre O (oui), en cas de maintien de la locomotion figure la

lettre N (non).
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2) Procédure chirurgicale

Le muscle qui a été choisi pour cette étude eshuscle biceps fémoral, en raison de la
facilité de la voie d’abord, et de son volume intpot, permettant un prélevement de taille

significative, sans induire de lésion trop étensluiele muscle préleve.

Les biopsies ont été réalisées sous anesthésieaggnEanesthésie a été induite par une
injection intraveineuse de propofol, a la dose derBg/kg. Les chiens ont été intubés puis
placés sous £ véhiculant 2 a 3 % d'isoflurane, de maniére auwssle maintien de
'anesthésie. L'analgésie a été assurée par uaetiof intraveineuse lente de morphine, a la
dose de 0.1 mg/kg, en début d’'intervention.

Une incision cutanée de 2 a 3 cm de longueur Etquée en regard du muscle biceps
fémoral. Une dissection douce du tissu sous-cutaét® pratiquée, de maniére a dégager le
plan musculaire. Une zone de biopsie d’'une taikswron 1 cm de longueur, et 0.5 cm de

diameétre a ensuite été deélimitée au scalpel, p@leyee aux ciseaux de Metzenbaum. Aprés
hémostase, une suture en trois plans (fascia, @das€ et cutané) a été réalisée. Le chiot

pouvait ensuite étre réveillé. La procédure aiésrrie avait une durée de 30 minutes environ.

3) Traitement et analyse des biopsies

a) Congélation, stockage et coupe des biopsies

Les biopsies, aussitot prélevées, ont été liees &upport de liege par de la gomme
adraganthe, puis congelées par immersion dangéigane refroidi dans I'azote liquide
durant deux minutes. Une fois congelées de cetteama elles ont été stockées a -80°C.

La coupe, réalisée dans un cryostat a -28°C, faé¢éa une épaisseur de 10 um sur lamelles,
pour les coupes destinées a une coloration morgigple, ou a une épaisseur de 7 um sur

lames superfrost ® pour les coupes destinées aanguage immunohistochimique.

b) Quantification Iésionnelle globale sur coupes

colorées a 'Hématéine-Eosine

Apres séchage 1 heure sous flux laminaire, les edwopt été colorées 10 minutes dans un

bain d’hématéine puis rincées rapidement sous ,'eaicolorées 5 minutes dans un bain
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d’Eosine a 1 %. Aprés un rincage a I'eau, les cewgiesi colorées ont été déshydratées dans
quatre bains successifs d’éthanol a concentratioissante (70 %, puis 95 %, puis deux fois
100 %). Elles ont enfin été montées au baume dadzgrapres passage dans deux bains de
Xyléne.

Pour chaque animal préleve, une coupe coloréembiéine-eosine a été photographiée dans
son intégralité, en utilisant la platine motorigBgn microscope ApoTome de Zeiss ®, et la
fonction MosaiX du logiciel AxioVision ®.

L'image ainsi obtenue a été analysée dans le kgduisilog 6.4. Une macro spécifique a été
développée dans ce logiciel, en collaboration daesmciété Noesis, de maniére a quantifier
les évenements pathologiques présents dans lesigsate ces animaux. Ainsi, I'exécution du
fichier .vba permettait la superposition a I'imatjene grille d’'un pas de 100 um. L'opérateur
attribuait ensuite une annotation a chaque intémsede la grille, décrivant I'événement,
pathologique ou non, désigné par cette interse¢tigure 1).

Figure 1 : Quantification des éléments pathologiques, sur coupes colorées

a I'hématéine et éosine : présentation de la grille d’annotation

Exemple d’une analyse d’image sur coupe colorée a I’'hématéine et éosine, par
annotations a chaque intersection d’une grille (copie d’écran). Dans cet exemple,
les annotations utilisées sont : F : fibre d’aspect normal ; J : tissu conjonctif ; R :

régénération ; N : nécrose.

Une fois toutes les intersections annotées, I'dpéravalidait le contenu de sa grille, et un

compte-rendu était généré par le logiciel, permetia calculer les variables suivantes :
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- Index pathologique : il correspond au pourcentagévesiements ne

correspondant pas a une fibre d’aspect normal.
- Pourcentage de fibres en régénération
- Pourcentage de fibres a noyaux centralisés

- Pourcentage de fibres en nécrose

Les autres évenements pathologiques (inflammafibres hypercontractées, calcifications,
tissu conjonctif) détectés ne seront pas traités datte partie, dans la mesure ou ils ont été

évalués par des colorations ou marquages plusfispés (cf infra).

c) Quantification des fibres surchargées en calcium

sur coupes colorées au rouge Alizarine S.

La coloration des coupes au rouge alizarine S aéélésée, apres séchage d’'une heure sous
flux laminaire, par immersion de celles-ci dans sokition de rouge alizarine S a 2 % ajustée
a pH 5.4, durant 5 minutes. Apres rincage a I'éesi,coupes ont été déshydratées dans un
bain d’acétone, puis d’acétone-xylene v/v. Elles emfin été montées au baume du Canada,
apres passage dans deux bains de xyléne.

Les fibres présentant une surcharge cytoplasmigueakeium sont colorées en rose foncé a
rouge vermillon, tandis que les fibres non surcéasgapparaissent rose clair (figure 2).
Comme pour la coloration standard a I'hématéirteosine, une coupe de chaque animal a été
photographiée dans sa totalité. L'analyse, condiséan un simple comptage des fibres
surchargées, a été réalisée dans le logiciel Pingpo€S3, a l'aide de I'outil comptage. La
superficie de la biopsie a été déterminée darmgieiel AxioVision et I'outil contour.

Pour chacune des coupes étudiées, le résultatex@téné en nombre de fibres surchargées

par mmz2 de tissu.
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Figure 2 : Evaluation de la proportion de fibres surchargées en calcium,

par coloration au rouge Alizarine S.

Détail de coupe colorée au rouge Alizarine S, montrant de nombreuses fibres
surchargées en calcium. Trois d’entre elles sont indiquées par des fléches, en

tant qu’exemples.

d) Quantification du tissu conjonctif sur coupes
colorées au rouge Sirius, contre-coloré au Fast
Green.

Afin de faciliter I'analyse d’'image automatisée,daloration classique au picrosirius a été
modifiée afin d’obtenir un meilleur contraste, lask Green colorant le cytoplasme en vert, et

non en jaune clair comme dans le cas du picrosirius

Les coupes ont donc été colorées, apres séchagaré sous flux laminaire, et fixation 30
minutes dans du formaldéhyde a 4%, par immersiors dee solution d’'acide picrique a
saturation, dans laquelle ont été ajoutés 0.1 %odge Sirius, et 0.1 % de fast green. Aprés
rincage dans de I'eau acidifiée a I'acide acétique%, les coupes ont été déshydratées dans
quatre bains d’éthanol a concentration croissarie%, 95%, puis deux fois 100 %), avant

d’étre montées au baume du Canada, apres passegdal bains de Xylene.
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Le cytoplasme des fibres musculaires est ainsiréaa vert, et le tissu conjonctif en rouge.
C'est sur ce contraste de couleur que s’est ba®gwlyse d’image permettant la
quantification du tissu fibreux dans les biopsies dhiens GRMD. Aprés photographie des
coupes entiéres, les images obtenues ont été éealydans le logiciel Visilog 6.4. En
collaboration avec la société Noesis, une macrééarése au point, permettant, aprés un
seuillage par lI'opérateur sur 'image puis des extions manuelles éventuelles (défauts de
coloration par exemple), I'analyse de I'espace pécuespectivement par le rouge (tissu
conjonctif) et le vert (fibres musculaires), lerdafond de I'image) étant exclu de I'analyse.
(Figure 3)

Figure 3 : Quantification du tissu conjonctif sur coupes colorées au rouge

Sirius et fast green : analyse d'image automatisée

Exemple d’un détail de coupe colorée au rouge Sirius et fast green (copies
d’écran). A : avant exécution de la macro d’analyse, les fibres musculaires
apparaissent en vert, et le collagene du tissu conjonctif en rouge B : aprés
exécution de la macro : le programme a identifié de maniéere automatique les

zones colorées en rouge (tissu conjonctif).
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e) Quantification et caractérisation de l'infiltrat

mononucléé par marquages immunohistochimiques

Les coupes de 7 um sur lames superfrost ont subi deuble marquages différents afin de
guantifier leur infiltrat inflammatoire. Un antigge de souris anti-CD11b canin
(macrophages) (Serotec) a été utilisé dilué au®1f56n association avec un anticorps de rat
anti CD8 canin (lymphocyte T cytotoxiques), dilug &/50™ également. La deuxiéme
association d’anticorps primaires utilisée a été amicorps de souris anti-CD3 canin
(lymphocytes T) (Serotec), dilué au 1/ en comarquage avec un anticorps de rat anti-
CD4 canin (lymphocytes T helper) (Serotec), diluél&sG™ La révélation de I'activité de la
peroxydase a été réalisée par la DAB (Dako®) dams$ de I'anticorps de souris, entrainant
la formation d’un précipité brun, et par le kit itigreen (Vector laboratories) dans le cas de
I'anticorps de rat, entrainant la formation d’'uegipité vert (figure 4). Une contre-coloration

des noyaux a I'lhématéine (4 minutes) a été realisée

Figure 4 : Quantification de l'infiltrat mononucléé : double marquage

immunohistochimique en péroxidase

Détail d’une coupe ayant subi un double marquage CD11b - CD8. La fleche noire
indigue un lymphocyte T CD8+ (marquage vert), tandis que la fleche blanche

indigue un macrophage CD11b+ (marquage marron).
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B. Recherche de marqueurs prédictifs cliniques

1) Evaluation du score clinique moteur en tant que marqueur
prédictif
a) Animaux

Vingt-quatre chiens GRMD ont été inclus dans cpttgie de I'étude. Leur &ge moyen était
de 2.08 mois (écart-type : 0.15 mois). Parmi cestzdns, 10 ont par la suite évolué vers une

forme accélérée (Tableau 2).

b) Méthode

Un score clinique a été pratiqué sur chaque anig®lle la valeur du score moteur a été prise

en considération pour I'analyse.
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Tableau 2 : Animaux inclus dans I'étude de la valeur prédictive du score

clinique moteur

Nom Symbole (graphes) Age (mois) Forme accélérée (
Dbrouille u 2.03 N
Didon X 2.07 N
Ebam _ 2.33 N
Eboum 2.33 N
Eaudvy _ 2.03 N
Ercule 2.23 N
Charlot X 2.07 N
Charly _ 2.07 N
Dlice 1.83 N
Dmon m 1.97 N
Dluge 1.83 N
Dk PS 2.13 N
Dlire - 1.83 N
E.T. 2.07 N
Ebim ® 2.33 @)
Einstein 2.13 O
Exon 2.10 O
Eject 2.33 @]
Dfois 1.97 O
Dhioptry 2.03 @]
Evian 2.33 O
Dsir 2.03 O
Dchou 1.97 O
Eop 2.07 @]

A la droite du nom de chaque chien figure le symbole qui lui correspond et sera employé

dans les graphes. Outre I’4ge lors du score clinique, figure, dans la derniére colonne, le

type d’évolution clinique de chaque animal. En cas de forme accélérée avec perte de la

locomotion, est inscrite la lettre O (oui), en cas de maintien de la locomotion figure la

lettre N (non).
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2) Evaluation des anomalies locomotrices en tant que

marqueurs prédictifs

a) Animaux

Dix-neuf chiens GRMD ont été inclus dans cette @tuce suivi clinique ultérieur de ces
animaux a permis de déterminer que 9 d’entre eixdéwveloppé une forme accélérée de la
maladie. (Tableau 3)

b) Méthode

Les dix-neuf animaux ont subi un test d’accéléromét I'dge de 2 mois (Age moyen : 2.06
mois, écart-type : 0.15 mois). Les différentes alalgs d’accélérométrie décrites plus haut
(chapitre 1, IlI) ont été calculées, a partir demcds d’accélérations, dans le logiciel

Equimetrix.
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Tableau 3 : Animaux inclus dans I'étude d’évaluation des anomalies

locomotrices en tant que marqueurs prédictifs

e

Nom Symbole (graphes) Age (mois) Forme accélére
O/N
Dchou 1.93 0]
Dfois 2.00
Dbrouille u 2.00 N
Dk o 2.13 N
Dlice + 1.83 N
Dlire = 1.83 N
Dluge 2.10 N
Dmon u 1.80 N
Dsir 2.00 O
Didon X 2.07 N
Dalton * 2.20 N
E.T. X 2.00 N
Ebim L 2.30 @]
Einstein X 2.10 0]
Eop 2.03 @]
Ercule 2.20 N
Evian 2.33 @)
Exon 2.07 O
Eject 2.17 0]

A la droite du nom de chaque chien figure le symbole qui lui correspond et sera employé

dans les graphes. Outre I’'4ge lors du test d’accélérométrie, figure, dans la derniére

colonne, le type d’évolution clinique de chaque animal. En cas de forme accélérée avec

perte de la locomotion, est inscrite la lettre O (oui), en cas de maintien de la locomotion

figure la lettre N (non).
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3) Evaluation des anomalies de relaxation en tant que

marqueurs prédictifs

a) Animaux

Seize chiens GRMD ont été évalués a I'age de 4 f@ge moyen : 4.13 mois ; écart-type :
0.09 mois) (tableau 4).

b) Méthode

La relaxation des seize chiens GRMD a été évaluéeoars d’'une mesure de force. La
procédure utilisée pour I'obtention et le calcuk dedices de relaxation a été énoncée plus
haut (chapitre 1, I.).
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Tableau 4 : Animaux inclus dans |'étude d’évaluation des anomalies de

relaxation en tant que marqueurs prédictifs

Nom Symbole (graphes) Age (mois) Forme accélérée O
Exon 3.97

Ercule 4.13 N
Einstein % 4.27 @)
Eaudvy _ 4.17 N
Dlire - 4.23 N
Dlice + 4.00 N
Dluge 4.10 N
Dalton ¢ 4.03 N
Eop 4.20 0]
E.T. % 4.13 N
Dk ° 4.17 N
Didon X 4.17 N
Dbrouille m 4.10 N
Dsir 4.27 O
Dmon ] 4.10 N
Dfois 4.10 @]

A la droite du nom de chaque chien figure le symbole qui lui correspond et sera employé
dans les graphes. Outre I'4ge lors de la mesure de force, figure, dans la derniére colonne,
le type d’évolution clinique de chaque animal. En cas de forme accélérée avec perte de la
locomotion, est inscrite la lettre O (oui), en cas de maintien de la locomotion figure la
lettre N (non).

C. Analyse statistique

Une ANOVA a un facteur (type d’évolution) a étéligze afin de déterminer si les différentes
variables étudiées montraient, & ces stades pr&cooe différence entre les chiens qui ont
par la suite évolué de maniére accélérée, et lessaln effet intra a été ajouté dans une
ANOVA a mesures répétées pour les résultats isssisnsures de force (relaxation), afin de

tenir compte de la liaison entre c6té gauche &t dfiit.

Le seuil de rejet de I'hypothese nulle a été fixg<a0.05.
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II. Résultats

A. Recherche de marqueurs prédictifs

histologiques

1) Quantification lésionnelle globale

Une moyenne de 1621 (écart-type : 596) annotatbmiseté réalisées par coupe colorée a
’hématéine et €osine. Une grande variabilité eatrenaux a été mise en évidence, ce qui
montre que pour un méme muscle, a un méme agelalaitg globale de lésions ainsi que

leur nature est extrémement variable d’'un indiadiautre.

Néanmoins, aucune différence significative n’a mése évidence entre les deux groupes
d’animaux GRMD classés suivant leur évolution, gaesoit pour I'index pathologique, pour
le pourcentage de fibres en régénération, en né@osa noyau centralisé (tableau 5). Les
graphes A, B, C et D de la figure 5 montrent quédfet la superposition entre les deux
populations est trés nette. Les chiens GRMD qusgnmteront une forme accélérée avec perte
de la locomotion n’ont donc pas, a deux mois, ursacleubiceps fémoral globalement plus
Iésé, ni présentant davantage de nécrose, de lgaitoms nucléaires ou de régénération. Ces

indices ne peuvent donc pas constituer des marsjpeédictifs.

2) Quantification des fibres surchargées en calcium

De la méme maniére, le nombre de fibres surchamygeslcium par mm2 de coupe, mises en
evidence par la coloration au rouge Alizarine $st’pas différent entre les deux groupes
d’animaux, comme le montre le graphe E de la figyrainsi que les résultats figurant dans le
tableau 5 (p = 0.2826). La variabilité entre animast, ici encore, trés importante, mais ne
peut pas étre mise en relation avec le deveniigdindes chiens GRMD. La quantité de
fibres surchargées en calcium dans le biceps fénaofa mois ne peut pas constituer un

marqueur predictif.
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3) Quantification du tissu conjonctif

Pour cet indice également, la superposition eesaleux populations est trés nette, et aucune
tendance ne semble se dessiner a la lecture dhegfaple la figure 5. En effet, aucune
différence significative entre chiens ayant pasuée présenté une forme accélérée et chiens
n'ayant pas évolué vers une forme accélérée, amdse en évidence (p = 0.5984). La
guantité de tissu conjonctif dans les biopsiesideps fémoral a deux mois ne peut donc pas

constituer un marqueur preédictif.

4) Quantification de l'infiltrat mononucléé

L’infiltrat mononucléé des biopsies analysées était composante majoritairement
macrophagique (CD11b+) (tableau 5). Secondairemé&mfijltrat lymphocytaire était
composé principalement de lymphocytes T CD4+, etsdane moindre mesure, de
lymphocytes T CD8+, tres rares dans les biopsiatys@es, a I'exception de celle du chien
Exon. Méme si un triple marquage CD3-CD4-CD8 n’a pa étre réalise, étant donné que
'espece dans laquelle sont produits les antic@ipg et CD8 est identique, il apparait assez
nettement qu’il existe tres probablement une pdamrade lymphocytes T CD3+, mais CD4-
et CD8- dans les muscles du chien GRMD. Le nomkreallules CD3+ dans les biopsies

etudiées est en effet tres nettement plus impogia@tia somme des cellules CD4+ et CD8+.

Outre cette description de linfiltrat mononuclégnd le biceps fémoral du chien GRMD a 2
mois, cette étude montre qu’aucun dénombremenudigge type de cellule que ce soit n’est
significativement différent en fonction de I'évadlu des animaux (tableau 5, figure 5, G a J).

Ces quatre index ne peuvent donc pas, eux nonqauastituer des marqueurs prédictifs.

A l'issue de cette étude sur 23 biopsies de bit@poral sur des chiens GRMD agés de deux
mois, aucun marqueur prédictif histologique n'agte identifié. Les résultats de l'analyse

statistique, ainsi que les moyennes et écart-tgpesnus dans chaque groupe sont consignés
dans le tableau 5. La figure 5 illustre par deplyes I'absence de différences entre les deux

populations, ainsi que la grande variabilité exisentre animaux.
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Tableau 5 : Recherche de marqueurs prédictifs histologiques : résultats de

I’'analyse statistique

Effet évolution

Moy (ET) évolution
accéléréee

Moy (ET) évolution
« classique »

Index pathologique p = 0.6259 41.8 (6.3) 40.7 (4.3)
Régénérations (%) p=0.7372 0.95 (0.68) 1.08 (0.94)
Nécroses (%) p =0.3730 0.86 (0.54) 1.21 (1.03)
Centralisations (%) p =0.1426 1.40 (1.23) 0.77 (0.76)
Surcharges calciques p =0.2826 30.1 (8.0) 26.3(8.1)
(Fibres/mm?2)

Tissu conjonctif (%) p =0.5984 48.1 (10.9) 46.2 (5.4)
Macrophages (CD11b+) (/mm2) p = 0.4838 118.9 (60.2) 103.8 (42.1)
Lymphocytes T (CD3 +) (/mm?) p = 0.1655 22.1(7.9) 31.4 (17.8)
Lymphocytes T CD4+ (/mm?) p =0.3647 7.8 (2.4) 6.6 (3.2)
Lymphocytes T CD8+ (/mm?) p=0.3744 0.97 (1.82) 0.51 (0.34)

Les résultats de l'effet du type d’évolution, calculés par ’'ANOVA, figurent dans ce

tableau, pour chacun des indices histologiques, ainsi que la moyenne et I’écart-

type obtenus dans chacun des deux groupes. Abréviations : Moy : moyenne ;

ET : écart-type. Les résultats significatifs figurent en gras.
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Les points représentés a la gauche des graphes représentent les valeurs
obtenues aprés analyse des biopsies des chiens n‘ayant pas présenté de forme
accélérée (NA : non accélérée), en comparaison des chiens ayant présenté une
forme accélérée (A : accélérée), a droite. A : index pathologique (%) ; B : fibres
en régénération (%) ; C : fibres en nécrose (%) : D : fibres a noyau(x)
centralisé(s) ; E : Fibres surchargées en calcium (/mm2) ; F : Tissu conjonctif
(%) ; G : Macrophages (CD11b+) (/mm?2) ; H : Lymphocytes T (CD3+) (/mm?2) ;
I : Lymphocytes T cytotoxiques (CD8+) (/mm?2) ; J : Lymphocytes T helper
(CD4+) (/mm?2)
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B. Recherche de marqueurs prédictifs cliniques

1) Evaluation du score clinique moteur en tant que marqueur
prédictif

Le score clinique moteur, mesuré a I'age de 2 nesssignificativement (p = 0.0173) plus
élevé dans le groupe de chiens ayant évolué verdonme accélérée (Tableau 6). Le graphe
de la figure 6 montre que ces animaux ont en d#stscores moteurs €levés, mais superposes
aux scores les plus importants des animaux n’agastperdu la locomotion. L'emploi du
score clinique en tant que marqueur prédictif pataic difficile. Au vu de la population de

24 chiens étudiée, il peut néanmoins étre étabdimgdessous d’'un score moteur de 20 % a
'age de deux mois, un chien GRMD n’évoluera pas wme forme accélérée (spécificité de
100 %), mais au-dessus de 20 %, il est impossiblprédire une évolution dans un sens ou

dans l'autre (sensibilité de seulement 50 %)

Tableau 6 : Evaluation du score clinique moteur en tant que marqueur

prédictif : résultats de I’'analyse statistique

Effet évolution Moy (ET) évolution| Moy (ET) évolution
accéléréee « classique »
Score clinigue moteur (%) p=0.0173 26.8 (5.1) 20.0 (7.2)

Le résultat de l’effet du type d’évolution sur le score clinique moteur a deux
mois, calculé par 'ANOVA, figure dans ce tableau, ainsi que la moyenne et
I"écart-type obtenus dans chacun des deux groupes. Abréviations : Moy :

moyenne ; ET : écart-type. Les résultats significatifs figurent en gras.
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Figure 6 : Valeur prédictive du score clinique moteur illustrée par un

graphe
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A la gauche du graphe figurent les valeurs de score clinique moteur mesurées
sur les chiens n‘ayant pas évolué vers une forme accélérée (NA : non
accélérée) ; a la droite du graphe se trouvent celles des chiens ayant évolué vers

une forme accélérée A : accélérée). Les symboles utilisés figurent dans le tableau
2.

2) Evaluation des anomalies locomotrices en tant que

marqueurs prédictifs

Parmi les 9 chiens testés ayant évolué vers umaefaccélérée, 2 ont évolué au galop
(bonds), et 7 au trot ; parallelement, parmi leschigns testés n'ayant pas évolué vers une
forme accélérée, 4 ont évolué au galop (bond$) aettrot.

L’ensemble des variables d’accélérométrie décples haut ont été calculées chez les 19
chiens GRMD de deux mois, et leur valeur prédicipetentielle évaluée (tableau 7). La
fréquence des cycles locomoteurs est significaterénf{p = 0.0070) plus faible chez les

chiens qui ont, par la suite, évolué vers une foaoeglérée. Ceci est trés probablement a
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I'origine d’une diminution de la vitesse (p = 0.&2et de la puissance (p = 0.0489) chez ces
mémes animaux. La perte de puissance apparait comiauigement liée a la perte de vitesse,
dans la mesure ou la force n’est pas difféerenteedes deux groupes (p = 0.1326).

La diminution de fréquence, non significative cHes chiens GRMD toutes évolutions
confondues, en comparaison des chiens sains, & ddgleux mois, a été décrite plus haut
comme une modification tardive de la locomotionp€&mwlant, chez les animaux présentant
une forme accélérée, cette modification apparaiinece étant déja présente a 'age de deux
mois. Comme le montre le graphe A de la figurel &xiste peu de superposition entre les
deux populations sur les valeurs de fréquence, gtéaint de proposer cette variable comme
marqueur prédictif. A partir de la population de dfiens étudiée ici, la détermination d’un
seuil en-dessous duquel une évolution accéléreergibétre prédite, peut étre effectuée,
méme si I'effectif demande a étre étoffé, afin @é&tn mesure d’effectuer des tests de type
ROC par exemple. Sept des neuf chiens ayant parthcdmotion avaient une fréquence de
cycle a deux mois inférieure a 2.3/s ; paralleletn8®ndes 10 chiens n’ayant pas perdu la
locomotion avaient une valeur supérieure a 2.3esysl Ce seuil de 2.3 cycles par seconde a
donc, au vu de cette population de 19 chiens, &rrgue marqueur prédictif, une sensibilité
de 78 % (7/9), et une spécificité de 90 % (9/10).

Les graphes de la figure 7 montrent que la vite$da puissance totale, bien que diminuées
chez les chiens a formes accélérées, ne pourrétemtutilisées en tant que marqueurs

prédictifs, la zone de superposition entre les gmpulations étant trop importante.
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Tableau 7 : Anomalies locomotrices : recherche de marqueurs prédictifs -

résultats de lI'analyse statistique

Effet évolution

Moy (ET) évolution

Moy (ET) évolution

accéléréee « classique »
Vitesse/HG (/s) p =0.0223 2.78 (0.68) 3.81 (1.04)
Fréquence des cycles (/s) p = 0.0070 2.16 (0.39) 2.77 (0.47)
Longueur des foulées/HG p = 0.6098 1.30 (0.27) 1.35(0.18)
Régularité p =0.7584 199.3 (42.7) 207.2 (64.6)
Puissance totale (W/kQg) p =0.0489 28.9 (11.8) 45.8 (21.1)
Puissance dorso-ventrale/PT| p=0.2799 35.5(8.1) 41.5 (14.2)
(%)
Puissance cranio-caudale/PT p = 0.4452 49.9 (14.3) 44.4 (16.0)
(%)
Puissance médio-latérale/PT] p =0.8781 14.6 (8.9) 14.0 (6.3)
(%)
Force (N/kg) p = 0.1326 31.5 (11.5) 42.5 (17.7)
Deucl p =0.3514 3.20 (0.81) 2.86 (0.75)

Les résultats de l'effet du type d’évolution, calculés par ’'ANOVA, figurent dans ce

tableau, pour chacune des variables d’accélérométrie, ainsi que la moyenne et

I"écart-type obtenus dans chacun des deux groupes. Abréviations : HG : hauteur

au garrot ; PT : puissance totale ; De, : distance euclidienne au barycentre des

chiens sains sur le plan d’ACP ; Moy : moyenne ; ET : écart-type. Les résultats

significatifs figurent en gras.
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Figure 7 : Valeur prédictive de la fréquence des cycles, de la vitesse et de

la puissance totale illustrée par des graphes.

3,5 o
—~~ =
0
N—r
%)
= 'S
g s
= L 3
(@]
o
o
n
L 25
S
o e
3 ®
o
(D]
cC; 2 X S
(D)
S
o
‘O
p -
LL
A he NA A
6 - -
80 -
55 - - +
°
’\U)\ 5 | 70 -
= =)
g 4,5 =< 60 -
s, =
°
g 4 ' g 50 3
5 e
% 3,5 - )
£ 5% -
= 3 X 8
g S 30 4 (]
2 25 s a %
g
) % 20
X
B 15 Cw
NA A NA A

Valeurs comparées de la fréquence des cycles (A), de la vitesse, normalisée par
la hauteur au garrot (B), et de la puissance totale (C), entre chiens a évolution
non accélérée (NA, a la gauche des graphes) et chiens a évolution accélérée (A,
a la droite des graphes). Sur le graphe A, le seuil proposé de fréquence des
cycles (2.3/s), permettant de prédire le type d’évolution clinique, est illustré par

une droite en pointillés noire.
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3) Evaluation des anomalies de relaxation en tant que

marqueurs prédictifs

Cette étude a été realiségosteriorisur des mesures de force réalisées sur le greyples
jeune, c’est-a-dire a I'age de 4 mois. Il s’agindadu temps le plus précoce auquel des

données sur la relaxation sont disponibles.

Les cing animaux ayant évolué vers une forme aagidontrent des valeurs de contraction
résiduelle post-tétanique significativement supégs a celles des chiens n’ayant pas perdu la
locomotion (p = 0.0043). De plus, leur vitesse elexation est également significativement
diminuée (p = 0.0132), comme le montrent les valalntenues pour la relaxation a 100 ms
en pourcentage de la relaxation post-tétanique.viaésurs de relaxation apres 100 ms, en
pourcentage de la force tétanique, sont ddacfacto significativement diminuées (p =
0.0034), puisgu’elles refletent la vitesse et \enu de relaxation post-tétanique. (Tableau 8)

Les graphes de la figure 7 illustrent les difféesnexistant entre les deux groupes pour ces 3

indices de relaxation.

lls montrent également que seule la relaxationsapf® ms, exprimée en pourcentage de la
force tétanique, montre une zone de superposigeazalimitée pour permettre de déterminer
un seuil en-dessous duquel il serait possible i une forme acceélérée. Ainsi, cing chiens
sur les cing ayant évolué vers une forme accélgrésentent une relaxation aprés 100 ms
inférieure a 43.2% de la force tétanique. Parmilleshiens n’ayant pas perdu la locomotion,
seul un (Dluge, postérieur droit) présente une walaférieure a 43.2 %. En tant que

marqueur prédictif, sur cette population de 16 anix) ce seuil de 43.2 % aurait donc une

sensibilité de 100 %, et une spécificité de 90.9 %.

Tableau 8 : Anomalies de la relaxation : recherche de marqueurs

prédictifs - résultats de I'analyse statistique

Effet évolution

Moy (ET) évolution
accélérée

Moy (ET) évolution
« classique »

Contraction résiduelle p = 0.0043 14.3 (9.4) 2.6 (4.6)
P-T (%)

Relaxation 100 ms p =0.0132 39.4 (6.4) 47.2 (4.7)
(% relaxation P-T)

Relaxation 100 ms p = 0.0034 34.4 (7.7) 46.2 (5.6)

(% force tétanique)
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Les résultats de l’effet du type d’évolution, calculés par ’'ANOVA, figurent dans ce
tableau, pour chacun des trois indices de relaxation, ainsi que la moyenne et
I"écart-type obtenus dans chacun des deux groupes. Abréviations : P-T : post-
tétanique ; Moy : moyenne ; ET : écart-type. Les résultats significatifs figurent

en gras.
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Figure 8 : Valeur prédictive des trois indices de relaxation, illustrée par

des graphes.
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Valeurs comparées de la contraction résiduelle post-tétanique (A), de la
relaxation aprés 100 ms, en pourcentage de la relaxation post-tétanique (B), et
de la relaxation aprés 100 ms, en pourcentage de la force tétanique (C), entre
chiens a évolution non accélérée (NA, a la gauche des graphes) et chiens a
évolution accélérée (A, a la droite des graphes). Sur le graphe C, le seuil proposé
de relaxation a 100 ms en pourcentage de la force tétanique (43.2 %),
permettant de prédire le type d’évolution clinique, est illustré par une droite en

pointillés noire.
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IV. Discussion

La valeur prédictive de nombreux indices histologs, cliniques et fonctionnels a été
évaluée, et certains d’entre eux ont montré leyacié a anticiper les formes cliniques
accélérées. Chez les patients atteints de DMDfibrese endomysiale précoce, éloignant les
fibres musculaires de leurs capillaires, a morargateur prédictive des formes cliniques plus
prononceées. Une corrélation forte entre fibroseoemgiale et faiblesse musculaire du muscle
etudié (le quadriceps) a par ailleurs été miseetieace. Chez les chiens GRMD, aucune
tentative de corrrélation de I'état histologiques damuscles au phénotype clinique n’a
réellement fait I'objet de publications spécifiqudses quelques observations publiées
suggéerent que les biopsies musculaires de chiemenfent touchés ne sont pas

systématiqguement les plus lésées (Ambrosio eDaPR

Les résultats obtenus sur I'analyse histologiqueliepsies précoces n'ont permis de mettre
en évidence aucune lésion histologique spécifiquez des chiens ayant évolué vers une
forme clinique accélérée. La variabilité des Iésioobservées s’est pourtant avérée
importante, mais non reliée au devenir des animauxnéme a leur état clinique lors de la
biopsie. Le développement de la fibrose s’est notan avéré hautement variable, mais sans
lien avec la survenue des formes cliniques acagderné s’'agit la d’un point de discordance
avec I'étude meneée chez les patients, qui pouwaite les variations interspécifiques, étre
lié a une différence méthodologique : ici, seule flarose globale (périmysiale et
endomysiale) a été évaluée. D’éventuelles difféesratans le développement de la fibrose
endomysiale ont donc pu étre masquées par la ébpésimysiale, tres majoritaire dans ce

type d’analyse (Desguerre et al. 2009b).

Par ailleurs, le muscle choisi, le biceps fémaral,un muscle décrit comme peu Iésé en début
d’évolution, et notamment a I'dge de deux moiszdeechien GRMD (Valentine and Cooper
1991). En tant que fléchisseur, et également pguiesubit peu les nécroses massives mises
en évidence dans certains groupes musculaires tdlesrpremiers jours a semaines, ce
muscle est donc relativement épargné en comparal&xienseurs tels que le sartorius
cranial par exemple (Kornegay et al. 1999, Valentand Cooper 1991). Or, cette étude I'a
démontré, les animaux évoluant vers une forme éacagl présentent déja, a I'age de 2 mois,
une atteinte cliniqgue plus marquée. Il serait eaygmble de supposer que ces animaux ont,
durant leur période néonatale, présenté davantdgesobns que les autres animaux, dans les

muscles touchés a ce stade. Dans ce contextenahse histologique d’un muscle tel que le
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sartorius cranial pourrait conduire a identifiers dmarqueurs histologiques, et a corréler
davantage I'état |ésionnel du muscle a I'état glie. L’étude menée chez les patients atteints
de DMD portait d’ailleurs sur des biopsies du mesgliadriceps, muscle trés touché dans

cette maladie (Desguerre et al. 2009b).

L'age de deux mois, considéré comme I'age de ddbstsymptdomes locomoteurs chez les
chiens GRMD (Valentine et al. 1988), a été chomurpla mise en évidence de facteurs
prédictifs, et car il constitue un age pertinentmane sélection éventuelle d’animaux pour un
essai pré-clinique. Toutefois, bien que cet age cmisidéré comme le début de la maladie
canine, I'hnétérogénéité clinique est déja percéptipar I'opérateur qui réalise le score
clinique, puisque les scores obtenus chez les airdaoluant vers des formes accélérées
sont plus élevés. L’analyse plus précise de lantmtmn par accélérométrie va dans le méme
sens. Ainsi, les chiens GRMD évoluant vers une éraccélérée ne parviennent pas a
maintenir une fréguence de cycles locomoteurs étprite a celle des chiens ne perdant pas
la locomotion, ce qui entraine une diminution der lgitesse. Cette chute précoce de la
frequence des cycles, pourtant décrite plus haminu® un événement tardif dans la
population générale de chiens GRMD, est une albératéja présente chez ces animaux au
premier test. Cet élément renforce la notion dméoclinique accélérée.

L’origine de cette diminution de fréquence des egast difficile & déterminer avec certitude.
Cependant, il serait envisageable de la relier adéfiaut précoce de relaxation chez ces
animaux. La diminution de vitesse de relaxatiorsar@n évidence chez les animaux évoluant
vers des formes accélérées, pourrait expliquealentissement des cycles locomoteurs. Par
ailleurs, le défaut de relaxation, également migwdence chez ces animaux, pourrait étre a
'origine de contractures, entravant la souplesselatomotion, et se traduisant par une
fréequence réduite. Le fait que la diminution degfrénce et les défauts de relaxation soient
tous deux des événements tardifs dans la popul&iRMD globale suggére également qu’un

lien pourrait exister entre ces deux déficits.

La relaxation, évaluée au cours des mesures de,fefest montrée corrélée a I'atteinte
clinigue mesurée par le score moteur (chapitrg. XZ'est pourquoi, méme si les mesures de
relaxation n'ont pas été réalisées chez les chi@&RMD de 2 mois, le choix a été fait ici
d’étudier les valeurs obtenues au premier testy@ié. A cet age, la relaxation aprés 100 ms,
en pourcentage de la force post-tétanique, peatcéimsidérée comme un marqueur prédictif
de qualité. Néanmoins, si les chiens a évolutialécée étudiés n'avaient pas encore perdu

la locomotion a ce stade, leur fonction motricetétéja altérée de fagcon majeure, comme en
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témoigne leur score clinique moteur, tres augmémté 0.0003). Par ailleurs, 4 mois est un
age déja avancé, auquel un marqueur prédictif tondant l'inclusion des animaux dans un
essai pré-clinique serait de peu d'utilité. Lesuléds obtenus a 4 mois pour la relaxation sont
toutefois prometteurs, et justifieraient une étwle la valeur prédictive de ces mémes

mesures a I'age de 2 mois.

Outre ces différences entre les deux groupes émslBRMD, mises en évidence a 2 mois et
témoignant d’une séparation de ces deux groupesadéye a ce stade précoce de la maladie,
cette étude a permis de mettre a la dispositiofédaluateur un nouvel outil, permettant une
maitrise de I'hétérogénéité clinique souvent repéecau chien GRMD. Ainsi, si le groupe
etudié nécessite d'étre étoffe, il semble touteérgisageable de prédire, a 'age de 2 mois,
suite au premier test d’accelérométrie, quels ch@mlueront vers une forme accélérée avec
perte de la locomotion. Ainsi, la valeur de fréqueerde cycle pourrait devenir un critére

d’inclusion dans un essai pré-clinique.

Sélectionner uniqguement des animaux évoluant afnéggience inférieure a 2.3 cycles par
seconde permettrait de disposer d’'un groupe honeod@mimaux, tout en étant en mesure de
démontrer de maniere fiable un bénéfice apportéeptnaitement. En effet, si les animaux
traités, devant évoluer vers une forme accéle®@endent pas la locomotion, le bénéfice est
alors clair, lisible et peu contestable. Cependantise en place de stratégies thérapeutiques
chez ce type d’animaux peut soulever des interiaggt Ainsi, si le traitement a tester doit
étre initié tres tot dans le cours de la maladig,dhiens évoluant vers des formes accélérées
ne sont probablement pas les bons candidats. Eail gass, une sélection des chiens ne
perdant pas la locomotion peut également étre gegaconduisant a I'utilisation d’un groupe
plus homogene que la population totale de chiensIBR

Les résultats de cette étude suggérent par ailpuissun méme age, tous les chiens GRMD
ne sont pas au méme stade de leur maladie. Délmutgaitement a 2 mois chez un chien
compris dans le groupe des formes accélérées naguprobablement pas a le débuter chez
un chien GRMD sans perte de locomotion. Au-del@uestion de l'utilisation de I'age seul
comme critere de début d’essai peut étre poséassdcer un critere clinique tel que le seuil

de fréquence défini ici semble intéressant.

Si ce chapitre a permis d'identifier des facteurgédictifs, nouveaux outils permettant
d’optimiser I'utilisation des chiens GRMD dans kdece d’essais pré-cliniques, la question de
I'origine des formes accélérées n'a pas trouvégense au travers de I'étude histologique, et

reste donc en suspens. L’hétérogénéité du chien [ERIvEsentée comme un obstacle a son
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utilisation au début de ce travail a tout d’abotél guantifiée a l'aide d’outils d’évaluation,
puis maitrisée par la mise en évidence de factenddictifs. Reste a en faire un atout, et a
I'exploiter : comprendre pourquoi certains de ceisnaux évoluent vers une perte totale de la

locomotion pourrait permettre d’identifier de nolles cibles thérapeutiques.
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Chapitre 3 : Etude des effets
d’un traitement

immunosuppresseur chez le
chien GRMD

I. Introduction

Parmi les essais pré-cliniques déja menés suriém ¢cBRMD, nombreux sont ceux qui ont
nécessité la mise en place d’'une immunosuppressitm,d’éviter un rejet de greffe de
cellules (Dell'Agnola et al. 2004, Sampaolesi e2806), ou une réponse immune contre un
vecteur (Cerletti et al. 2003, Wang et al. 200@rnt ces études, I'une, menée a I'école
vétérinaire d'Alfort, en collaboration avec le stegil research institute de Milan (Sampaolesi
et al. 2006), a vu ses conclusions critiquées @gr@007). Les chiens ayant recu des greffes
hétérologues de mésoangioblastes, sous traitememwhunosuppresseur, montraient
notamment une augmentation de la force musculairsmeimbre injecté, en comparaison du
membre controlatéral (Sampaolesi et al. 2006). drggques formulées a I'égard de cette
étude ont remis en cause le fait que le bénéfinetifannel observé soit lié aux greffes de
cellules, et ont suggéré que cette améliorationrrpduétre uniquement liée au traitement

immunosuppresseur administré.

Ces critiques sont fondées sur le fait que le emagnt utilisé était une association de
cyclosporine A et de corticostéroides, moléculesrits comme apportant un bénéfice
fonctionnel aux patients atteints de DMD.

Les stéroides, prednisone, prednisolone, ou defteizasont d’ailleurs largement utilisés chez
les patients, puisqu’il s’agit de la seule famjlearmacologique ayant clairement démontré
son efficacité dans cette maladie (Wong and Clpisto 2002). Si les nombreuses

publications sur le sujet sont tres hétérogenesitqaax molécules utilisées, aux doses
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choisies, au rythme d’administration, a la durédrditement, et aux méthodes d’évaluation,
elles aboutissent quasiment toutes aux mémes «ioictu Les corticostéroides augmentent la
force musculaire (Connolly et al. 2002, Merliniadt 2003), améliorent la fonction motrice
(Merlini et al. 2003) et respiratoire (Daftary ét 2007, Fenichel et al. 1991), permettent de
retarder I'age de perte de la marche jusqu’a JRrelhan et al. 2006) (Carter and McDonald
2000), et le développement de la dysfonction veunlire gauche (Markham et al. 2008). Les
mémes observations ont pu étre faites dans le madékin mdx (Baltgalvis et al. 2009,

Keeling et al. 2007). Les mécanismes impliqguésom sependant pas connus avec certitude.

Les stéroides permettraient de renforcer la menebdas fibres musculaires et de diminuer
les dommages créés durant la contraction (Jaccodls E296). lls auraient également un effet
bénéfique sur I'homéostasie calcique, permettandiohenuer I'activation des protéases liée
aux surcharges calciques cytoplasmiques (Aldertmh Steinhardt 2000, Metzinger et al.
1995). Cet effet a néanmoins été contesté, autpdaine augmentation des capacités
régénératives (Vandebrouck et al. 1999). La myoggneét le nombre de cellules satellites
seraient augmentées par les stéroides (Hussdin2€tl@, Passaquin et al. 1993). Par ailleurs,
ils pourraient augmenter la fréquence des fibresrtantes, et de protéines dites analogues a
la dystrophine, de type utrophine, ainsi que leggines du complexe associé (Hardiman et
al. 1993, Passaquin et al. 1993). Enfin, par ledfete anti-inflammatoire a
immunosuppresseur, ils diminueraient le nombre diules dendritiques dans le tissu
musculaire, ainsi que l'infiltrat inflammatoire pent dans le tissu dystrophique (Hussein et
al. 2006, Kissel et al. 1991, Kissel et al. 1993¢tte derniere hypothése a cependant été
remise en question par le fait qu'un immunosupgastel que I'azathioprine, bien qu’ayant
les mémes effets sur le nombre de cellules inflatoimes dans le tissu musculaire, n’a aucun
effet clinique sur les patients atteints de DMDs@él et al. 1991). De la méme fagon, un effet
bénéfique de la prednisone a été mis en évidenos da modéle dépourvu de systeme

immunitaire,Caenorhabditis elegan$aud et al. 2004).

La cyclosporine A, immunosuppresseur égalemernisétdhez le chien GRMD (Dell'Agnola
et al. 2004, Sampaolesi et al. 2006), a fait I'dloje moins d’études, mais certaines d’entre
elles démontrent que cette molécule apporte égalenme bénéfice, en terme de force
musculaire, aux patients atteints de DMD (Milleekt1997, Sharma et al. 1993). Une récente
étude a plus grande échelle sur I'intérét de ldosporine A pour DMD n’a pas pu mettre en
évidence de bénéfice clair, apporté par ce trait¢ifidrschner et al. 2010).
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Etant donné le nombre d’études démontrant quedas tholécules, utilisées en association
chez les chiens GRMD ayant recu des greffes de anégublastes, apportent un bénéfice
fonctionnel aux patients DMD, la critique formulée I'égard de cette étude peut étre
comprise. Néanmoins, les doses employées cheaties{s et entrainant ce bénéfice sont tres
inférieures a celles utilisées dans le cadre diomaunosuppression. Or, a ces hautes doses,
un effet négatif de ces deux principes actifs pougtre envisagé : les corticoides a doses
élevée peuvent induire une myopathie (OwczareK.2085), et la cyclosporine A bloque
I'activité de la calcineurine, dont les voies snatamment impliquées dans la régénération et

la croissance musculaires (Michel et al. 2004).

Quoi qu'il en soit, une étude des effets de cestaation d'immunosuppresseurs chez le
chien GRMD se devait d’étre réalisée, afin de digpale chiens « témoins » des animaux
greffés. Seule une étude sur les effets de la meae a deux doses différentes avait en effet
éteé réalisée chez le chien GRMD (Liu et al. 20&le a montré une augmentation de la force
des extenseurs, et une diminution de la force ldekiseurs du tarse, aux deux doses testees.
Parallelement, des lésions musculaires plus pra@emont été mises en évidence dans le

groupe de chiens traités a haute dose.

L’étude présentée ici a donc pour objectif printida déterminer si I'association de la
cyclosporine et des corticostéroides, a dose imsuppressive, influe sur I'évolution de la
maladie chez le chien GRMD. Si tel s’avere étreds, le second objectif est de décrire de
maniere quantifiee I'évolution d’'une population @m pouvant étre utilisée comme base de
comparaison pour des essais néecessitant une imoppression. Enfin, cette étude peut
€galement étre considérée comme un essai thérgpeytilote, permettant d’éprouver les
différents outils mis au point, en situation d’é@tion d’'un effet fonctionnel, apporté par un

traitement.

II. Matériel et méthode

Sept chiens males GRMD ont été inclus dans cetfidgeéqui s’est déroulée sur 28 mois, au
cours desquels les méthodes d’évaluation des cld&MD ont évolué, et les outils décrits
dans le chapitre 1 se sont progressivement midame.pL’'étude comprenait initialement un
suivi clinique (scores clinique réguliers), bioclpne, ainsi que des mesures de force et des

biopsies musculaires. L’évaluation de la locomoteinde la fonction respiratoire a été
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implémentée au protocole de suivi, sur les animagius plus tardivement. De la méme
facon, la gestion du protocole dimmunosuppressioonnu des évolutions qui seront

détaillées plus bas.

A. Immunosuppression par une association de

prednisolone et de cyclosporine A

Un traitement immunosuppresseur associant la pgeldme (Mégasolone ®), a la dose de 2
mg/kg/j, a la cyclosporine A (Néoral ®), a la dae20 mg/kg/j a été mis en place chez les 7
chiens, a I'age de 2 mois et jusqu’a 'age de 9smbe traitement a été administré sans
interruption durant cette période de 7 mois. Lariiistion des traitements avait lieu de

maniére biquotidienne, les deux prises étant eggaddéune douzaine d’heures, afin de
stabiliser au mieux la pharmacocinétique de la agmbrine. La pesée quotidienne des

animaux a permis un ajustement de la dose au prhdg,ces animaux en croissance.

Les sept chiens ont subi un contrdle de leur cpdosémie. Un prélévement sanguin a pour
cela éteé réalisé, au moins une fois par semaist® avant la prise du matin, soit douze heures
apres la prise du soir. Néanmoins, sur les cinqia®s animaux traités, les échantillons ont
été stockés, puis dosagposteriori De trés importantes variations de la cyclosponieéont
été observées entre chiens et pour le méme chHiemnddsage a l'autre, a la dose fixe de 20
mg/kg/j. La gestion de I'administration de cycloepe a donc été modifiee pour les deux
derniers chiens : les dosages étaient réalisés ldajasirnée suivant le prélevement, et les
doses de cyclosporine ont été ajustées afin dialteiune cyclosporinémie comprise entre
200 et 300 ng/ml, concentrations sériques limitegnettant un blocage de la proflifération
lymphocytaire (Lennon et al. 1987). Chez ces dmuirmaux, cette nouvelle procédure, plus
conforme au suivi réalisé chez les patients humair®nduit & des modifications régulieres
de la posologie de la cyclosporine, qui a attelmtzcces deux chiens 40 mg/kg/j, soit le
double de la dose initialement choisie.
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B. Suivis clinique et biochimique

1) Suivi clinique

Les sept animaux ont fait I'objet d’'un suivi clinig classique de chien GRMD (pesée
guotidienne, examens cliniques réguliers, radidgeaghoracique mensuelle...), et d'une

attention particuliére a la survenue d’effets seeanes du traitement.
2) Suivi biochimique

Un prélevement de sang a été réalisé de maniedoilaire, toute la durée du traitement.
Un bilan biochimique a été réalisé sur les écHansl collectés, afin de détecter une

eventuelle toxicité rénale ou hépatique du traitgnaeministre.

Par ailleurs, un dosage des créatine kinases (@gakement été réalisé, afin de disposer d'un

indice biochimique des Iésions musculaires de negsaux.

C. Quantification de la pathologie musculaire par

étude de biopsies du muscle tibial cranial

Les chiens traités ont subi une biopsie muscuthirmuscle tibial cranial, a 'age de 6 mois et
de 9 mois, apres mesure de force du groupe musewant le tibial cranial est le principal

représentant.

Leurs biopsies ont été comparées a des biopsiee daéme muscle, réalisées chez cing
chiens GRMD de 6 mois, et 5 chiens GRMD de 9 mois.

1) Procédure chirurgicale

Les biopsies musculaires ont été réalisées sougtha@sge générale, a I'issue des mesures de
force a 6 et 9 mois. Une incision cutanée a étéqueée en regard du muscle tibial cranial.
Apres dissection douce du tissu sous-cutané, kesafaont été incisés, et le muscle mis en
évidence. Une biopsie de 0.5 cm de diamétre et dertongueur environ a été prélevee.
Aprés hémostase, le site a été suturé par sunjefastia, du sous-cutané, puis de la peau.
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L’analgésie a été assurée par une injection de mmepa la dose de 0.1 mg/kg par voie

intraveineuse avant incision cutanée.
2) Traitement et analyse des biopsies

a) Congélation, stockage et coupe des biopsies

Comme décrit plus haut (chapitre 2), les biopsiséteé aussitot congelées dans I'isopentane
refroidi dans I'azote liquide, puis stockées a @B@Yvant d’étre traitées. Des coupes de 10 um
ont été réalisées pour les colorations morpholagguet des coupes de 7 pm pour

I'immunohistochimie.

b) Quantification lésionnelle globale sur coupes

colorées a 'Hématéine-Eosine
Pour chaque animal traité ou non traité, une cauglerée a I'hnématéine-éosine, comme
décrit plus haut (chapitre 2) a été photographares don intégralité. L'image ainsi obtenue a

été analysée dans le logiciel Visilog 6.4, a 'aildela macro spécifique d’annotation de grille,

et conformément a la procédure énoncée dans létichap
Les variables suivantes ont été utilisées poualise statistique :

- Index pathologique: il correspond au pourcentagéveshements ne

correspondant pas a une fibre d’aspect normal.
- Pourcentage de fibres en régénération
- Pourcentage de fibres a noyaux centralisés
- Pourcentage de fibres en nécrose

- Pourcentage de fibres ayant subi une métaplagie ask

c) Quantification des fibres surchargées en calcium

sur coupes colorées au rouge Alizarine S.
La coloration des coupes au rouge alizarine S aéatiisée, conformément a la procédure
énoncée dans le chapitre 2.

Une coupe de chaque animal a chacun des deux &yégphotographiée dans son intégralité,

et analysée par simple comptage des fibres surebsrgans le logiciel Photoshop CS3. Une
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distinction a été réalisée entre fibres légeremsanthargées (coloration rose fonce) et fibres
trés surchargées a calcifiées (rouge vif).

La superficie de chaque coupe a été déterminési gure sa densité en fibres musculaires.
Cette derniere a été estimée par comptage du nodebfibres musculaires contenues dans
cing zones prises au hasard sur la coupe, et direconnue (cf €)). Ainsi, le nombre de

fibres contenues dans la biopsie a pu étre estime.

d) Quantification du tissu conjonctif sur coupes
colorées au rouge Sirius, et contre-colorées au

Fast Green.

Les coupes colorées au rouge sirius et fast goegriprmément a la procédure énoncée dans
le chapitre 2, ont été photographiées dans le@giatité, et analysées dans le logiciel Visilog
6.4, a I'aide la macro permettant la distinctionge-vert (voir chapitre 2 pour davantage de
détails).

La proportion de la surface occupée par le tissyoowtif ainsi obtenue a été utilisée pour

'analyse statistique.

e) Quantification des fibres de type |, par

marquage immunohistochimique de la myosine lente

Pour chaque biopsie, un marquage immunohistochiendgila myosine lente a été réalisé,

afin de déterminer la proportion de fibres de tiydans les biopsies.

Un anticorps de souris anti myosine lente (NCL-MH@svocastra) a été utilisé, dilué au
1/86°™. Un anticorps secondaire HRP (Horseradish peaseigDako ®) de lapin anti-souris
a été ensuite appliqué sur les coupes. La réveldiiomarquage immunohistochimique a été

effectuée par réaction avec la DAB, laissée enammivec les coupes durant une minute.

Les coupes ainsi marquées ont été photographiéeslelar intégralité. Cinq zones prises au
hasard ont été délimitées sur I'image, et leur mesurée. Le nombre de fibres marquées
positivement a été déterminé par comptage darsgleiél Photoshop CS3. Le nombre total

de fibres contenues dans ces zones a égalemelététenine.
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La proportion de fibres exprimant la myosine lerga, %, a été utilisée pour I'analyse

statistique.

f) Quantification des fibres révertantes, par

marquage immunohistochimique de la dystrophine

Un anticorps de souris anti-dystrophine, partieef@ninale, (NCL-Dys2), a été utilisé, dilué
au 1/26™ Un anticorps secondaire HRP (Horseradish persgidBako ®) de lapin anti-
souris a été ensuite appliqué sur les coupes.gatéon du marquage immunohistochimique
a été effectuée par réaction avec la DAB, laisseeantact avec les coupes durant cing
minutes. Ce marquage a été réalisé en co-marquagd’anticorps anti-CD4 canin (cf infra).

Les coupes ainsi marquées ont été photographiésdela intégralité. L'image ainsi obtenue

a été analysée dans le logiciel photoshop CS3;qraptage des fibres montrant un marquage
positif sur plus de la moitié de leur contour. Lambre de fibres dites « révertantes » a été
exprimé en proportion du nombre total de fibresteones dans la biopsie, lui-méme estimeé
grace a un calcul de densité réalisé sur les coapast subi un immunomarquage de la

myosine lente (cf €)), et extrapolé a la coupeceatidont I'aire a été mesurée.

g) Quantification et caractérisation de l'infiltrat

mononucléé par marquages immunohistochimiques

Les coupes de 7 um sur lames superfrost ont suii deuble marquages différents afin de
guantifier leur infiltrat inflammatoire. Un antigge de souris anti-CD11b canin
(macrophages) (Serotec) a été utilisé dilué au®#56n association avec un anticorps de rat
anti CD8 canin (lymphocyte T cytotoxiques) (Serptedilué au 1/58™ également. Un
anticorps de rat anti-CD4 canin (lymphocytes T &8lSerotec), dilué au 1/t a par
ailleurs été utilisé en co-marquage avec I'antis@pti-dystrophine (voir f)). La révélation de
I'activité de la peroxydase a été réalisée par ABDako®) dans le cas de I'anticorps de
souris, entrainant la formation d'un précipité hret par le kit Histogreen (Vector
laboratories) dans le cas des anticorps de ragieant la formation d’'un précipité vert. Une

contre-coloration des noyaux a I’hématéine (4 neaub été realisée.

Le dénombrement des macrophages et des deux tgpbsnghocytes T a été réalisé sur

images de coupes entieres, dans le logiciel Phopo§IE3, a l'aide de l'outil comptage. Le
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nombre de cellules ainsi calculé a été expriméupée de surface (nombre de cellules par

mm?Z), apres détermination de I'aire de la coupe.

D. Mesure de la force musculaire

La force musculaire des animaux a été évaluédesundule de premiere génération, a I'age
de 4, 6 et 9 mois, conformément a la procédure égeplus haut (chapitre 1, 1). Ont été

analysées les variables suivantes :
- Force tétaniqgue maximale relative (/kg)
- Fatigue au cours de la quatrieme séquence

Les données obtenues ont été comparées a cellagpdpulation GRMD témoin, présentées
plus haut (chapitre 1, I, B)

Les deux derniers chiens inclus (Doc et Doodle)émalement été évalués sur le module de
seconde génération, a I'age de 4, 6 et 9 mois,senwine apres la mesure sur le premier

module. Pour ces deux animaux, les variables stégamt été analysées :
- Force tétanique maximale relative (/kg et /m)
- Fatigue au cours de la quatrieme séquence
- Relaxation post-tétanique aprés 100 ms
- Contraction résiduelle post-tétanique

Chez ces deux animaux, I'amplitude des potentiedstion composés a également été

examinée.

Les données obtenues ont été comparées a cellagpdpulation GRMD témoin, présentées

plus haut (chapitre 1, I, C)

E. Evaluation de I'atteinte motrice globale par

réalisation de scores cliniques

Un score clinique a été effectué sur les animaaixés, chaque mois, pendant toute la durée
du traitement (de I'age de 2 mois a I'adge de 9 Inbdis score moteur, exprimé en pourcentage

du score maximal (situation la plus défavorabléjéautilisé pour I'analyse.
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Les données obtenues ont été confrontées a cdllesiurs chez les vingt-quatre chiens
GRMD témoins, inclus dans [|'étude d’évaluation d@e Ibcomotion par accélérométrie
(chapitre 1, II).

F. Evaluation de la locomotion par accélérométrie

Les quatre derniers chiens inclus (Cushing, C\ite¢ et Doodle) ont pu étre évalués par
accelérométrie, de I'adge de 2 mois a I'age de 9smairaison d’'un test toutes les deux

semaines, conformément a la procédure de suivitlatigal énoncée dans le chapitre 1, Il, C.

Néanmoins, les deux premiers chiens évalués pte egithode (Cushing et Cvite) I'ont éte,
pour le début de leur suivi, alors que la méthadé én cours de mise en place. Certaines
variables n’ont donc pas pu étre calculées pouptemiers tests chez ces deux animaux.
Ainsi, la vitesse de Cushing n’a été déeterminée gpairtir du test réalisé a I'age de 5.5 mois,
et sa hauteur au garrot a 6.5 mois. De la mémef&fdte n’a été chronométré qu’a partir de
I'age de 4 mois, et sa hauteur au garrot mesupsata de 5 mois. Les données de vitesse et
de longueur des foulées, normalisées par la haategarrot ne sont donc disponibles pour
ces deux animaux qu'aux ages respectifs de 6.5eet dnois. Les autres variables

d’accélérométrie (cf chapitre 1, Il) ont pu étrécaees des I'age de 2 mois.

Toutes ces variables ont été analysées, et coaésrit celles obtenues pour la population de
24 chiens GRMD témoins, et présentées dans letcddpill, C.

G. Evaluation de la fonction respiratoire par

cinématique diaphragmatique et spiromeétrie

Les deux derniers chiens inclus (Doc et Doodle) @t évalués par les deux méthodes

d’évaluation respiratoire mises au point (chagitrdl).

Des acquisitions radioscopiques ont été effectaégs4, 6 et 8 mois chez les deux animaux.
La distance parcourue par le diaphragme entre’iinsmration et fin d’expiration, ainsi que
'index de rétraction caudale du diaphragme ontcétiéulées, conformément a la méthode
énonceée plus haut (chapitre 1, Ill). Ces donnée®i@nconfrontées a celles obtenues sur les
10 chiens GRMD témoins décrits dans le chapitid,1C.
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Des tests de siprométrie ont été effectués a B, @, et 7 mois sur les deux animaux, et a 9
mois seulement sur Doodle. Les variables suivamégté calculées et analysées :
- DIP/DEP (débit inspiratoire de pointe / débit egpoire de pointe)
- DES5O/DEP (débit expiratoire a 50 % du volume expilébit expiratoire de pointe)
- DE75/DEP (débit expiratoire a 75 % du volume expulébit expiratoire de pointe)
- DES5O0/DE25 (débit expiratoire a 50 % du volume expidébit expiratoire a 25 % du
volume expiré)
- DE75/DE25 (débit expiratoire a 75 % du volume eXxpidébit expiratoire a 25 % du
volume expiré)

Ces données ont été confrontées a celles obtermueda population de 12 chiens GRMD

témoins décrits dans le chapitre 1, IlI, C.

H. Analyse statistique

Les valeurs de chacune des variables étudiéesnudstechez les chiens traités, ont été
comparees a celles obtenues chez des chiens GRNDPaiies du méme age, par ANOVA a
un facteur (traité versus non traité). Une ANOVMasures répétées a un effet intra (gauche

versus droite) a été utilisée pour I'analyse desltats de mesures de forces.

Les chiens traités ont par ailleurs été projetésaah qu’individus supplémentaires sur les
deux plans d’ACP définis dans le chapitre 1, etb@és a partir des variables
d’accélérométrie pour I'un, et des variables deospétrie et de cinématique diaphragmatique
pour l'autre. La distance euclidienne de chacunimdigidus traités, au barycentre des chiens
sains du méme age sur le plan d’ACP, a été caladé®rmément a la méthode énoncée
dans le chapitre 1. Ces deux index fonctionnelbajl®, I'un locomoteur, 'autre respiratoire,
ont également fait I'objet d'une ANOVA a un factenter (traité versus non traite).

Le seuil de rejet de I'hypothese nulle a été fix<a0.05 pour I'ensemble des tests.

Le tableau 1 et la figure 1 offrent une synthese diférents examens réalisés sur les sept

animaux en cours de traitement.
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Tableau 1 : Animaux inclus et méthodes d’évaluation utilisées

Nom [ordre d’'inclusion] (symbole graphes)
Celsius [1]Clappy [2]|Clim [3] |Cushing [4]Cvite [5] |Doc [6] Doodle [7]
(+) () (*) (*) (®) (W) (4)
Prednisol
( drssg)'so O | 2 mgikglj| 2 mglkglj| 2 mgikglj| 2 mg/kglj| 2 mgikglj| 2 mgikglj | 2 mgikgj
CsA (dose fixe | F (20 F (20 F (20 F (20 F(20 |A(8.5a4QA (20440
ou ajustée) mg/kg/j) | mg/kgl/j) | ma/kg/j) | ma/kalj) | mg/kg/j) | mg/kg/j) | mg/kglj)
Dosage CK X X X X X X X
Seriques 2-9 mois) (2-6 mois) (2-6 mois) (2-9 mois)| (2-9 mois)| (2-9 mois)| (2-9 mois)
hebdomadaire (
Biopsie 6 mois X X X X X X
L . Déces 6| Déces 6
Biopsie 9 mois X mois Mois X X X X
Mesure de force X X X X (M) X X X
4 mois (module) (M) (M) (M1) (MI) (MI+=MIL) | (MI+MI)
Mesure de force X Décés 6| Déces 6 X X X X
6 mois (module) (MI) mois mois (MI) (MI) (MI+MI) | (MI+MII)
Mesure de force X Décés 6| Déces 6 X X X X
9 mois (module) (MI) mois mois (MI) (M) (MI) (MI+MII)
Score clinique X X X X X X X
mensuel (2-9 mois) (2-6 mois) (2-6 mois) (2-9 mois)| (2-9 mois)| (2-9 mois)| (2-9 mois)
X X
ACCé|ér0métrle (données (données X X
bimensuelle 2-4 compléeteg compléetes (données| (données
mois a partir 6.5 a partir 5 | completes) complétes
mois) mois)
Cinématique X (3,4,6, X(3,4,6,
diaphragmatiqu 8 mois) | 8 mois)
X (3,4,5
L X (3,4,5, L
Spirometrie 6, 7 mois) 6, 7 9
mois)

Pour chaque chien sont indiqués le symbole lui correspondant et qui sera utilisé

dans les graphes (sous le nom), ainsi que les tests effectués, et méthodes

d’évaluation employées. Une croix (X) figure dans la case correspondante lorsque

le test a été effectué. Dans le cas contraire, la case est grisée. Abréviations :

CsA : cyclosporine A, F : fixe, A : ajustée, MI : module de premiere génération,

MII : module de seconde génération.
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Figure 1 : Protocole schématisé sous forme d’'un diagramme de gantt

Traitement immunosuppresseur : Cyclosporine A — Prednisolone
n=7

a N

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

L SN S A (N S S

Mesure force MIn=7 Mesure force MI n=5 Mesure force MI n=5
Mesure force MIln=2 Mesure force MIl n=2 Mesure force MIl n=2

1 T

Biopsie tibial cranial n=7  Biopsie tibial cranial n=5

Spirométrie n=2 n=1

Cinématique diaphragmatique n=2

<
<

Dosage CK hebdomadaire 2-6 moisn=7,6-9 moisn= 5

Scores clinigues mensuels 2-6 moisn =7, 6-9 moisn=5
Accélérométrie bimensuelle n = 4 (dont données partielles 2-5 ou 6.5 mois
surn=2)

Sous l'axe représentant I'dge en mois, sont indiqués les principaux examens

réalisés sur les animaux, ainsi que le nombre de chiens concernés.

III. Résultats

A. Suivis clinique et biochimique

1) Suivi clinique

Cing des sept chiens inclus ont pu étre examirgggija la fin du traitement a I'age de 9 mois.
Les deux autres chiens sont décédeés a I'age desdadronchopneumonie aigué, avant de

pouvoir subir la mesure de force prévue a ce Hads le protocole.
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Le traitement de cyclosporine a d( étre interrorsgpule chien Doc durant 48 heures, a I'age
de 8.5 mois, en raison de trés fortes valeurs ddoggorinémie liées a un défaut de
métabolisation hépatique de cette molécule, s'imant dans le cadre d’'une insuffisance

hépatique développée par cet animal dans son demnois de traitement.

Les complications habituelles de la maladie ont @bdervées sur la quasi-totalité des
animaux. Ainsi, 4 d’entre eux ont développé unenieehiatale. En particulier, chez le chien
Cushing, I'estomac s’est totalement engagé dansheamee hiatale, et une dilatation aérique
de celui-ci, comprimant les poumons, a nécessitgintervention en urgence a I'age de 6
mois, permettant la réduction de la hernie, et d@epd’'un tube de gastrostomie. Des
bronchopneumonies ont été observées chez troisepgschiens, et ont entrainé le déces de
deux d’entre eux. Enfin, des luxations ou ankylosgulaires vicieuses ont été observées

chez trois des sept chiens traités.

Des effets secondaires du traitement ont été oésesur tous les animaux, a des degrés
différents. Un retard de croissance a été obsarmvées sept animaux. La hauteur au garrot,
mesurée sur quatre chiens, s’est en effet avegééisativement inférieure (p<0.01) a celle

des chiens GRMD non traités, dés I'adge de 5 maisg @es sept chiens ont développé une

obésité, qui s’est résolue par l'alimentation marde chez le chien Cushing.

Deux chiens (Cvite et Doc) ont développé des tremible la coagulation, qui ont entrainé une
hémorragie pulmonaire consécutive a I'anesthésiérgée qu’ils ont subie pour leur mesure

de force a 9 mois. Cette hémorragie pulmonairetraiee le déces des deux animaux.

Des infections opportunistes se sont égalementlajgvées. Le chien Cvite a présenté une
uveéite ayant nécessité une énucléation, qui a é@tdesd’'une importante complication

infectieuse bactérienne. Chez cing des sept chides, papillomes viro-induits ont été

observés. Chez l'un d'entre eux (Celsius), ces lipapés se sont étendus de maniere
spectaculaire, notamment en région interdigitée dasx membres antérieurs, entravant la
locomotion de ce chien en fin de traitement. Erdies calcifications ectopiques ont été mises
en évidence chez les sept animaux, avec pouridatiah préférentielle la zone sublinguale,

mais également le tissu sous-cutané, ou encopolevons.

La figure 2 illustre ces différents aspects dedlétion clinique des chiens traités.
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Figure 2 : Complications cliniques et effets secondaires illustrés par

quelques photos.

Les photos A et B illustrent quelques unes des complications cliniques

classiguement rencontrées chez les chiens GRMD, et observées chez les animaux
traités. A : ankylose vicieuse des deux carpes (Clim) B : hernie hiatale

volumineuse (fléches blanches), dilatée par de I'air (Cushing).
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Les photos C a G illustrent quelques effets secondaires du traitement. C : retard
de croissance et surpoids, aspect cushingoide (Cvite), D : abdomen d’un chien
traité (Cvite), noter son aspect pléthorique, et la finesse de la peau, rendant bien
visible les vaisseaux sous-cutanés, E : calcifications pulmonaires (fléeches
blanches) visibles sur une radiographie de profil du thorax (Clim), F :
calcifications sublinguales (Cvite), G : papillome volumineux sur un membre

antérieur (Celsius)

2) Suivi biochimique

Les créatine kinases, tres augmentées en débuaitentent, comme dans la population
GRMD témoin, diminuent progressivement, pour devesgnificativement diminuées, a
partir de I'age de 5 mois. Cet effondrement desdbkcours de traitement est illustré par le
graphe de la figure 3. Il est également intéresdamtoter que les trois animaux ayant survécu
ont montré une élévation progressive de leurs valda CK apres I'arrét du traitement, pour
rejoindre des valeurs tres augmentées, comparaldeles observées classiquement chez les
chiens GRMD.
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Figure 3 : Evolution des valeurs de concentration sérique en créatine

kinases avec I'age chez les chiens traités, en comparaison de chiens GRMD

non traités.
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En rouge, sont représentées les valeurs de CK sériques obtenues chez les 8
chiens GRMD témoins. En vert, et avec les symboles correspondant a chaque

chien et indiqués dans le tableau 1, figurent les chiens traités.

B. Quantification de la pathologie musculaire par

étude de biopsies du muscle tibial cranial

1) Quantification lésionnelle globale

Les coupes des chiens traités, colorées a I'’héneaétiéosine, puis annotées, ne s’averent pas
différentes de coupes de chiens non traités du n@gee en termes d’index pathologique,

d’évenements de régénération, de nécrose ou dealsamtions nucléaires.

En revanche, les muscles des chiens traités paetgasignificativement plus d’événements de

meétaplasie adipeuse que les muscles des chiens GRMDins, a 'age de 6 mois (p =
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0.0427). La métaplasie adipeuse représente, cBezhlens traités, 0.83 % des évenements
comptés en moyenne (écart-type : 0.73 %), tandalgune représente que 0.05 % (écart-type
0.07 %) chez les chiens GRMD témoins. A 9 moidecetétaplasie adipeuse augmente dans
les deux groupes, puisque la moyenne calculée lgserhiens traités atteint 1.22 % des

annotations (écart-type : 0.91 %), soit davantageadpez les chiens non traités, pour lesquels
cette moyenne est de 0.27 % (écart-type : 0.43A% ket age, la différence n’est cependant

plus significative (p = 0.1001).

Les graphes de la figure 4 illustrent ces résultddsmontrent également qu'il existe une
grande variabilité de résultats entre animaux, deszxhiens traités comme chez les chiens

témoins.
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Figure 4 : Quantification lésionnelle chez les chiens GRMD traités, en

comparaison de chiens GRMD témoins.
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Pour chacune des 5 variables étudiées par annotation de coupes colorées a
I’hématéine et éosine (A : index pathologique, B : fibres en régénération, C :
fibres en nécrose, D : fibres a noyau centralisé, E : métaplasie adipeuse), sont
représentées les valeurs obtenues pour les chiens non traités (en rouge), et les
chiens traités (en vert, avec le symbole leur correspondant, et indiqué dans le
tableau 1). A la gauche des graphes figurent les valeurs obtenues a 6 mois, et a
la droite des graphes celles obtenues a 9 mois. Abréviations : NT : non traité, T :

traité.

2) Quantification des fibres surchargées en calcium

Les biopsies des chiens traités ne different pasetles des chiens non traités quant a la
proportion de fibres Iégérement surchargées, aupadportion totale de fibres surchargées en
calcium. En revanche, les biopsies des animautésraiontiennent significativement plus de
fibres fortement surchargées a calcifiées, queoiteas6 (p = 0.0106) ou a 9 mois (p =
0.0244).

Ces données corroborent ce que l'aspect macroseopigs muscles des chiens traités
suggérait ;. lors des biopsies, des travées bland@dweguant des calcifications intra-

musculaires étaient en effet visibles (figure 5, D)

La figure 5 illustre ces résultats.
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Figure 5 : Quantification des surcharges calciques chez les chiens traités,
en comparaison de chiens GRMD non traités.
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Représentation graphique des valeurs de proportion de fibres surchargées en
calcium (A), et de fibres discrétement surchargées (B), et fortement surchargées
(B). Les chiens traités sont représentés en vert, par les symboles leur
correspondant et figurant dans le tableau 1. Les chiens non traités sont

représentés en rouge. A la gauche des graphes sont représentées les valeurs
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obtenues a 6 mois, et a la droite des graphes celles obtenues a 9 mois. D :
aspect macroscopique du muscle tibial crénial du chien Cvite a 9 mois. Noter les
travées blanchétres, correspondant a des calcifications. E : photographie d’une
coupe entiere de chien traité (Clim, 6 mois), colorée au rouge Alizarine S. Noter
les nombreuses fibres calcifiées (colorées en rouge). Abréviations : NT : non

traité, T : traité.

3) Quantification du tissu conjonctif

Le développement du tissu conjonctif, quantifié cmpes colorées au rouge sirius, n’est pas
significativement différent chez les chiens traités graphe de la figure 6 montre qu’a 6 mois

les deux populations sont bien superposées (p889.), tandis qu’a 9 mois, une tendance a
'augmentation de I'espace occupé par du tissuacumif chez les chiens traités se dessine,

mais de maniére non significative (p = 0.0975).

Figure 6 : Proportion de tissu conjonctif, chez les chiens traités en
comparaison de chiens GRMD non traités
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Les valeurs de pourcentage de I'espace occupé par du tissu conjonctif sont
représentées en rouge pour les chiens non traités, et en vert pour les chiens

traités, avec les symboles leur correspondant et figurant dans le tableau 1. A
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gauche du graphe, figurent les valeurs obtenues a 6 mois, et a droite celles

obtenues a 9 mois. Abréviations : NT : non traité, T : traité.

4) Quantification des fibres de type I

A 6 et a 9 mois, les chiens traités présententifgigtivement (p = 0.0297 et p = 0.0225
respectivement) moins de fibres de type | que leens GRMD témoins. A 6 mois, les
animaux traités présentent en effet 37.2 % dedibrtes en moyenne (écart-type : 14.9 %),
tandis que les chiens non traités en présententoyenne 60.4 % (écart-type : 11.0 %). A 9
mois, les chiens traités ne présentent plus qué &0de fibres lentes en moyenne (écart-
type : 12.7 %), alors que les chiens GRMD témomsa@nptent 57.6 % en moyenne (écart-
type : 17.2 %).

Le muscle tibial cranial de chiens GRMD témoinsdesic a prédominance de fibres lentes a
métabolisme oxydatif, tandis qu’a I'inverse, ce neémuscle chez les chiens traités comporte

une prédominance de fibres rapides a métabolisyoelgtique.

Cette différence est illustrée dans la figure 7.
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Figure 7 : Proportion de fibres de type I : comparaison entre chiens traités
et chiens GRMD témoins
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A : représentation des valeurs de proportion de fibres de type I obtenues chez
les chiens GRMD traités (en vert, symboles individuels indiqués dans le tableau
1), en comparaison des chiens GRMD témoins (symboles rouges). A gauche, sont
représentées les valeurs obtenues a 6 mois, et a droite, celles obtenues a 9
mois. B : photographie d’une coupe entiere de chien GRMD non traité, a 9 mois,
ayant subi un immunomarquage de la myosine lente. Noter la forte proportion de
fibres marquées positivement C : photographie d’une coupe entiere de chien
GRMD traité, a 9 mois, ayant subi ce méme marquage. Noter la faible proportion

de fibres marquées. Abréviations : NT : non traité, T : traité.

5) Quantification des fibres révertantes

Chez les chiens traités, le nombre de fibres ex@riane dystrophine révertante, comparable
a celui obtenu chez les chiens GRMD non traitést® (p = 0.1237), est significativement
inférieur a 'dge de 9 mois (p = 0.0008). Néanmposida différence est trés nette, le nombre
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de fibres révertantes reste tres faible, dansdes gopulations, puisqu’il est en moyenne de
3.7.10" % (écart-type : 1.4.10%) chez les chiens GRMD témoins, et de seulemdnt@

% en moyenne (écart-type : 0.2"1%) chez les chiens traités.

Ces résultats sont illustrés dans le graphe deglmef 8, qui montre qu’une tendance a la
diminution de la proportion de fibres révertantesdessine a 6 mois, pour se confirmer & 9

mois. Cette proportion, semblant augmenter aveeléhez les chiens GRMD témoins, parait

connaitre I'évolution inverse chez les chiens ésait

Figure 8 : Proportion de fibres révertantes chez les chiens traités, en

comparaison de chiens GRMD non traités.
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Représentation des valeurs de proportion de fibres révertantes, obtenues chez
les chiens traités (symboles verts, correspondance individuelle consultable dans
le tableau 1), en comparaison de chiens GRMD non traités (symboles rouges). A
la gauche du graphe, figurent les valeurs obtenues a 6 mois, et a sa droite, celles

obtenues a 9 mois. Abréviations : NT : non traité, T : traité.
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6) Quantification de l'infiltrat mononucléé

Dans les deux populations étudiées, et conformémeatqui a été précédemment décrit pour
le muscle biceps fémoral a 2 mois (chapitre 2)pdgulation de cellules mononucléées
largement majoritaire est celle des macrophagesl{BBb). Les lymphocytes T CD4+ sont
présents en quantité plus importantes que les lgoytes T CD8+. Aucune différence
significative dans ces proportions, ou dans lextiigs de cellules dénombrées n'a pu étre
mise en évidence chez les chiens traités, méneensirhbre de macrophages a 9 mois se situe
dans les valeurs basses des chiens témoins, pogethble des animaux traités (p = 0.1266 a

cet age), comme le montre le graphe A de la fi§ure
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Figure 9 : Quantification des cellules mononucléées CD11b+, CD8+ et

CD4+ chez les chiens traités, en comparaison de chiens GRMD témoins.
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Valeurs de nombres de macrophages (A), Lymphocytes T CD8+ (B) et CD4+ (C),
par unité de surface, chez les chiens traités (symboles verts indiqués dans le
tableau 1), en comparaison de chiens GRMD non traités (symboles rouges). Les
résultats obtenus a 6 mois figurent sur la gauche des graphes, tandis que ceux
obtenus a 9 mois sont représentés a droite. Abréviations : NT : non traité, T :

traité.
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C. Mesure de la force musculaire

Les potentiels d’action musculaires composés, diiange significativement diminuée chez
les chiens GRMD en comparaison des chiens saing, cloez les deux chiens traités dont
cette variable a été analysée, d’amplitude sicatiiement augmentée en comparaison des
chiens GRMD témoins, a I'age de 4 (p = 0.01984ee6 mois (p = 0.0064).

1) Force tétanique maximale

La force tétanique maximale des 7 chiens traité&sumée a I'dge de 4 mois sur le module de
premiére géneération n'est pas significativementédehte de celle mesurée chez les chiens
GRMD non traités (p = 0.1281). Le graphe A deidmure 10 montre qu’effectivement, la
superposition entre les deux groupes d’animauxrestnette, méme si les chiens traités se
situent dans les valeurs basses de la populatiooiné

A 6 et & 9 mois en revanche, la force tétaniqueimmale relative des chiens traités est
significativement diminuée (p = 0.0014 et p = 0.D@&spectivement). Ainsi, par exemple, la
force tétanique maximale relative moyenne a 6 rasischez les chiens traités, de 0.17 N/kg
(écart-type : 0.06 N/kg), soit un peu moins de laitid de la moyenne mesurée chez les

chiens GRMD non traités (0.37, écart-type : 0.09).

Cet effondrement de la force tétanique est illusdeis les graphes de la figure 10.
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Figure 10 : Force tétanique maximale relative a 4, 6 et 9 mois chez les

chiens GRMD traités en comparaison des chiens sains et GRMD témoins,

mesurée avec le module de premiere génération.
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Représentation des valeurs de force tétanique maximale relative (N/kg),
obtenues sur le module de premiére génération, chez les chiens traités
(symboles verts, correspondance individuelle indiquée dans le tableau 1), les
chiens sains (symboles noirs) et GRMD (symboles rouges). Pour chaque groupe,
les points de gauche représentent les résultats obtenus sur le postérieur gauche,
et ceux de droite sur le postérieur droit. A : résultats a 4 mois, B : résultats a 6
mois, C : résultats a 9 mois ; a cet 4ge aucune donnée sur chien sain n’est
disponible. Abréviations : GRMD-T : GRMD traité.

Les données obtenues sur les deux chiens trajéenéent évalués sur le module de seconde
génération, sont divergentes. En effet, aux dees agxquels les données sur les deux chiens
sont disponibles (4 et 6 mois), aucune différengaificative avec la population GRMD
témoin n’est mise en évidence (p = 0.1374 et p1270 respectivement). Le graphe A de la
figure 11 montre qu’a 4 mois, les valeurs obteralex ces deux animaux se superposent aux
valeurs basses de la population GRMD témoin, coroel@ était le cas avec le module de
premiere génération. Cependant, a I'age de 6 reoigndance n’est plus du tout la méme,
puisque les deux chiens montrent des valeurs upéd a celles obtenues chez les chiens
non traités. Cette différence a 6 mois devientlldais significative (p = 0.0376) lorsque la

force relative est exprimée en N/m.

Ces observations sont illustrées par les graphésfigire 11.
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Figure 11 : Force tétanique maximale relative mesurée a 4 et 6 mois sur
le module de seconde génération, chez les chiens traités, en comparaison

des chiens sains, et GRMD témoins.
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Représentation des valeurs de force tétanique maximale relative, exprimée en
N/kg (graphes de gauche A et C) ou en N/m (graphes de droite B et D), a 4
(graphes du haut A et B) et 6 mois (graphes du bas C et D). Les symboles noirs
représentent les valeurs obtenues chez les chiens sains, les symboles rouges
celles obtenues chez les chiens GRMD témoins, et les symboles verts celles
obtenues chez les deux chiens GRMD traités. Pour chaque groupe, les points de
gauche représentent les valeurs obtenues pour le postérieur gauche, et les points
de droite celles obtenues pour le postérieur droit. Abréviations : GRMD-T : GRMD

traité.
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2) Fatigue

La fatigue musculaire, mesurée au cours de la @erséquence de 40 stimulations tétaniques
espacees de 3 secondes, est significativement awggnehez les chiens traités évalués sur le
module de premiere génération, a I'age de 6 (p028L) et de 9 mois (p = 0.0266). Les

données obtenues sur les deux chiens évalués bfodaur le module de seconde génération
vont dans le méme sens : la fatigue est signifieaient plus importante a 4 (p = 0.0112) et a

6 mois (p = 0.0010).

Ces résultats sont illustrés dans les graphesfiputa 12.
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Figure 12 : Fatigue musculaire chez les chiens GRMD traités, en

comparaison des chiens sains et GRMD témoins.
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Représentation des valeurs de fatigue mesurée au cours de la quatrieme
séquence de stimulations tétaniques, a 4 (AetB), 6 (C et D) et 9 (E et F) mois,
sur le module de premiére génération (A, C et E), et sur le module de seconde
génération (B, D et F). Les symboles noirs représentent les valeurs obtenues
chez les chiens sains, les symboles rouges celles obtenues chez les chiens GRMD
témoins, et les symboles verts celles obtenues chez les deux chiens GRMD
traités. Pour chaque groupe, les points de gauche représentent les valeurs
obtenues pour le postérieur gauche, et les points de droite celles obtenues pour
le postérieur droit. A 9 mois, les résultats obtenus sur le module de seconde
génération ne concernent qu’un seul animal traité, mais ont néanmoins été
présentées (F) en comparaison de celles obtenues au méme age sur le module
de premiéere génération (E), pour lesquelles aucune donnée de chien sain n’est
disponible. Abréviations : GRMD-T : GRMD traité.

3) Relaxation

Les données de relaxation, obtenues pour les deiex<traités, évalués sur le module de
seconde génération, montrent une nette augmentida vitesse et du niveau de relaxation
post-tétanique, a 4 et a 6 mois. Les graphes figuee 13 montrent en effet que le niveau de
relaxation aprés 100 ms, que ce soit en propodita force tétanique ou de la relaxation
post-tétanique, est augmenté en comparaison dessc@RMD non traités. Cette difféerence
est significative pour ces deux variables, a 4 njois 0.0013 et p = 0.0009 respectivement)
et a 6 mois (p = 0.0164 et p = 0.0006 respectivem&ur les graphes de la figure 13, il
apparait méme que ce niveau de relaxation a 108sinsupérieur a celui observé chez les
chiens sains (p = 0.0025 et p = 0.0033 respectinedd mois, et p = 0.0242 et p = 0.0011

respectivement a 6 mois).

Ainsi, le niveau moyen de relaxation a 100 ms attt88.1 % de la relaxation post-tétanique
(écart-type : 2.3 %) chez les chiens traités, ganqdiil n’est que de 50.2 % (écart-type : 2.9
%) chez les chiens sains, et 48.1 % (écart-typd %) chez les chiens GRMD témoins a 4
mois. Les chiens GRMD traités présentent donc alaxation post-tétanique plus rapide que

les chiens GRMD non traités, et méme que les cliaims.
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Par ailleurs, le niveau de contraction résiduetistfiétanique apparait, sur les graphes de la
figure 13, normalisé, sans que la différence awx ¢hiens GRMD non traités soit
significative (p = 0.1166 a 4 mois et p = 0.169B A0is).

La relaxation est donc plus rapide et plus compaibez les chiens GRMD traités.
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Figure 13 : Relaxation a 4 et 6 mois chez les chiens GRMD traités, en

comparaison des chiens sains et GRMD témoins.

® am + X + |

oam >< +1 + °*

Sains

753 [=3
[re] o

(=3 [7s)
= ™

@
91 9010} 9) SW OOT ®& UONEXE|3) 8P NBaA|

WONGRENES < 'OE X<

-l AN e e X +

*x ®J

N

[=3 o [=3

=] n < o ~N
anhluelg) 8210} %) Sw QQT © UOIIBXE|dl 3P NBAAIN

GRMD GRMD-T B GRMD GRMD-T

Sains

<

® bm>< +

[T =3 w0
ra) i) ~

(anbrueisl
-1s0d uonex®e|al %) SW QQT © UONBXE|3l 3p NBaAl

SAHOEN ® 90X <K

! ENORMS < &< + X<

> 0]

70

=
i)

Awsﬂcsmu
-1sod uonexe|al %) SwW QOT © UONBXE|3) 8P NBAAIN

GRMD GRMD-T

Sains

D

N

GRMD GRMD-T

Sains

C

H

- O

=

o

x ] -+ <XEp ¢ B D
=

> -+ 1 > mEmee NRU

- 2

©

= 0

3 3 S 8 S Ei e S

(%) anbrueig)- 1sod 8||anpiSal UOI}IBIIUOD BP NBBAIN

=

" « (&)

=

- R

O]

> * X 1| aee>aome yum (|
=

> + @6 + e e O
>oJ 0

=

©

o n

a 2 3 s S LUl

(%) anbrueig)- 1sod 8||anpisal UOIIBIIUOI 8P NBAAIN

368



Les graphes de gauche (A, C et E) représentent les valeurs obtenues a 4 mois,
et les graphes de droite (B, D et F) celles obtenues a 6 mois. A et B : valeurs de
niveau de relaxation aprés 100 ms, en proportion de la force tétanique, C et D :
valeurs de niveau de relaxation apres 100 ms, en proportion du niveau de
relaxation post-tétanique, E et F : valeurs de niveau de contraction résiduelle
post-tétanique. Les symboles noirs représentent les valeurs obtenues chez les
chiens sains, les symboles rouges celles obtenues chez les chiens GRMD témoins,
et les symboles verts celles obtenues chez les deux chiens GRMD traités. Pour
chaque groupe, les points de gauche représentent les valeurs obtenues pour le
postérieur gauche, et les points de droite celles obtenues pour le postérieur droit.
Abréviations : GRMD-T : GRMD traité.

D. Evaluation de I'atteinte motrice globale par

réalisation de scores cliniques

Les scores clinigues réalisés sur les sept chiaiiés ont mis en évidence deux grands types
d’évolution. Deux chiens (Clim et Clappy) ont m@tne augmentation rapide du score
clinigue entre deux et quatre mois (figure 14)daiaant une dégradation franche de ces
animaux en début de traitement. Les scores obtnaguent dans les valeurs hautes de celles
mesurées chez les chiens témoins. Cependant, élénhabituel, le score clinique de ces
deux animaux diminue aprés 4 mois, pour rejoindré, mois, avant leur déces, des valeurs

intermédiaires.

Les cing autres animaux montrent des scores clsige maintenant dans des valeurs basses
(figure 14), voire inférieures a celles de chielBM® du méme age, a I'age de 6 mois par
exemple, age auquel la différence entre chieng@sr&t chiens témoins est significative (p =
0.0027). Un maintien de cette tendance tout au thntyaitement a été observé. Seul le chien
Celsius montre une augmentation de ce score etefimaitement, a mettre en relation avec

les papillomes étendus génant considérablementsabtion.

Ces éléments suggerent que le traitement apportenéfice, sur le plan moteur, aux chiens
GRMD.
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Figure 14 : Evolution du score clinique moteur chez les chiens traités, en

comparaison des chiens GRMD témoins
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Evolution du score moteur chez les chiens traités (symboles verts, voir
correspondance individuelle dans le tableau 1), en comparaison des valeurs
obtenues dans la population de 24 chiens GRMD témoins, représentées par
I’"étendue rosée, comprise entre deux courbes rouges, qui correspondent aux

scores minimaux et maximaux obtenus dans cette population, a chaque &ge.

E. Evaluation de la locomotion par accélérométrie

Une premiere étude globale de I'évolution de leotootion chez les chiens traités a été
réalisée, par analyse de leur déplacement surale @IACP de référence, décrit dans le
chapitre 1, Il, et quantifié a l'aide de la distaneuclidienne les séparant, sur ce plan, du
barycentre des chiens sains du méme age.

Les plans d’ACP présentés dans la figure 15 montyeia I'age de 2 mois, les chiens traités
se confondent dans le nuage de points des chieMDGR L’age de 4 maois, ils s’éloignent
du nuage des chiens sains, mais restent distiecteli des chiens GRMD témoins : leur

position est particuliere, et évoque celle desrchi€ENM. Aux temps suivants, les chiens
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traités se rapprochent du nuage de chiens sainsstent situés entre les populations GRMD

et saine, comme des chiens tres peu touchés uele ghien T-Fal (chapitre 1, II).

La distance euclidienne, indice global de qualiee la locomotion, est significativement
diminuée des I'age de 5 mois, en comparaison denshGRMD. Ceci suggere qu’'un
bénéfice locomoteur est apporté par le traitem8ntette distance se maintient jusqu’aux
derniers tests chez la majorité des chiens examinésd’entre eux (Doc) montre une forte et
brutale augmentation de cette valeur peu de tewgndt ¢&a fin du traitement. Ceci traduit une
dégradation locomotrice, qui a accompagné une détiom de I'état général dans le dernier

mois de traitement de cet animal, ayant d’ailleumgpéché la réalisation du test a 9 mois.

Les graphes de la figure 15 illustrent ces obsematet résultats.
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Figure 15 : Evolution des animaux traités sur le plan d’ACP de référence,

et de la distance les séparant des chiens sains du méme age
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A a D : projection des chiens traités, sains et GRMD témoins en tant qu’individus
supplémentaires sur le plan d’ACP de référence défini par les chiens adultes. Les
individus adultes sont représentés par des cercles gris, vides pour les chiens
sains, pleins pour les chiens GRMD. Les chiens GRMD témoins sont représentés
par des symboles rouges, et les chiens sains témoins par des symboles bleus.
Les chiens traités sont représentés par leurs symboles verts, décrits dans le
tableau 1. A : Projection des animaux a 2 mois, B : projection des animaux a 4
mois, C : projection des animaux a 6 mois, D : projection des animaux a 9 mois.
E : évolution de la distance euclidienne sur le plan d’ACP, séparant les chiens
GRMD traités (symboles verts) des animaux sains du méme age. Cette méme
variable, obtenue chez les chiens sains est représentée par la moyenne de la
population (courbe grise) +/- un écart-type (courbes noires, espace grisé). Cette
variable, obtenue chez les chiens GRMD témoins, est représentée par la
moyenne du groupe (courbe rouge), +/- un écart-type (courbes rouges foncées,

espace rosé).

Afin de mieux caractériser ce bénéfice locomotang analyse plus approfondie, variable par
variable, a été réalisée. La premiére observatite £st qu'a I'age de 2 mois, en début de
traitement, les valeurs obtenues chez les chiaitédrsont comparables a celles décrites dans
la population GRMD témoin. Cependant, nombre dembkes étudiées évoluent par la suite

differemment chez les chiens traités.

La fréquence des cycles locomoteurs, comparabtdlé d@es chiens GRMD a 'age de deux
mois, est inférieure au seuil prédictif de 2.3 egcpar seconde pour deux des quatre chiens
examinés (Cushing, frequence = 1.88 cycles/s, ef &guence = 2.29 cycles/s). Il était donc
probable que ces deux animaux évoluent vers unmefoaccélérée, avec perte de la
locomotion. Or, ceci ne s’est pas produit, ce gqugigere que l'association de cyclosporine et

de prednisolone pourrait prévenir ce type d’évoluti

La diminution de la fréquence des cycles, décragmmme une modification tardive de la
locomotion chez les chiens GRMD, présente égalenlegiquement, des modifications
tardives chez les chiens traités. Ainsi, la fréqeeast, chez ces animaux, significativement
augmentée par rapport aux chiens GRMD témoinsga Ide 7.5 (p = 0.0029) et de 8 mois (p
= 0.0425). La dégradation locomotrice du chien Oonis son déces avant le dernier test, sont
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probablement a l'origine d’'une différence non siigative a 8.5 et 9 mois, méme si les 3

animaux restants apparaissent dans les valeursshaeia population GRMD.

La longueur des foulées, normalisée par la hauturgarrot, montre une évolution
intéressante chez ces quatre animaux. Indistingalge valeurs des chiens GRMD témoins a
2 mois, dont la longueur de foulée est déja sigatfvement diminuée, les deux animaux
suivis par cette variable dans leurs premiers moggnentent leur longueur de foulée, dont les
valeurs viennent se situer entre celles des papntasaine et GRMD. La longueur de foulée
est donc significativement augmentée a I'age deolksrnfp < 0.0001), de 5.5 mois (p =
0.0144), de 6 mois (p = 0.0089), et de 7 a 9 npisampris entre 0.0010 et 0.0299). La
diminution de longueur de foulée, considérée coraneealtération primaire de la locomotion

du chien GRMD, peut donc étre modulée par le trzete.

L’augmentation de longueur de foulée, associée amtian tendant a 'augmentation de la

fréequence des cycles locomoteurs, conduisent augmentation de la vitesse de locomotion,

chez la majorité des animaux, qui viennent, pottecariable également se positionner entre
les populations saine et GRMD. Seul le chien Cugshmontre une vitesse basse, ainsi que le
chien Doc lors de ses deux derniers tests. Lasatasormalisée par la hauteur au garrot est
donc significativement augmentée entre 7 et 9 fpompris entre 0.0323 et 0.0034), ainsi

gu'a4 (p <0.0001) et5 (p =0.0417) mois.

Cette augmentation de vitesse contribue probablegdaugmentation de puissance totale
également constatée. Cette variable augmente an déliraitement jusqu’a I'age de 4 mois
environ, pour diminuer par la suite, mais en rdastians des valeurs intermédiaires entre
celles de chiens sains et celles de chiens GRMkgeption faite du chien Doc, dont la
dégradation locomotrice a 8 et 8.5 mois est égalémlairement décrite par cette variable.
Des I'age de 3 mois, la puissance totale des chraités est significativement supérieure a
celle des chiens GRMD témoins, et ce, jusqu’a I'dger.5 mois inclus (p compris entre <
0.0001, et 0.0234). Aux temps suivants, la difféeem’est plus significative, probablement en
lien avec I'évolution défavorable du chien Docaeec la diminution globale de la puissance
totale des autres chiens traités. Il est par agléotéressant de noter que le chien Cushing,
malgré une vitesse faible, présente une puissarake taugmentée, au méme titre que les

autres animaux traités.

Les valeurs de force relative montrent en effet baegmentation de puissance n’est pas
uniguement liée a une augmentation de vitessevaksirs obtenues pour les chiens traités

sont en effet augmentées de maniére spectacuirequ’elles sont parfois supérieures a
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celles obtenues chez les chiens sains. Comme @®autres variables, la force relative chute
cependant en fin de traitement. Elle n'est doncrreargée de maniére trés significative
gu’entre 3 et 7 mois (p compris entre < 0.0001@029).

L’évolution de la régularité montre un intérét ndre. Les valeurs obtenues sont, pour
certains chiens traités, comparables a celles lieng GRMD non traités, et pour d’autres,
superposées a la population saine. Cette disparité chiens est probablement responsable
du fait que cette variable n’est significativemanigmentée qu’'a 4.5 (p = 0.0027), 5 (p =
0.0345) et 7 mois (p = 0.0186). Une chute impodal# la régularité chez le chien Doc a 8 et
8.5 mois est notée, et pourrait évoquer le typealigion de cette variable, observé avant une

perte de locomotion.

Comme la régularité, la puissance dorso-ventrdive est modifiée de maniere hétérogene
chez les chiens traités. Deux d’entre eux monteenéffet une diminution de cette variable,
conforme a ce qui est classiquement observé clsezhiens GRMD en début d’évolution,
tandis que les deux autres maintiennent des vateuraales. L’augmentation de puissance
dorso-ventrale, traduisant une propulsion amélionéest donc significative qu'a 4.5 (p =
0.0030), 5 (p = 0.0268), 6 (p =0.0174) et 9 mpis 0.0016).

Enfin, les valeurs de puissance médio-latéralgivelaparfois élevées en début d’évolution
chez les chiens traités, regagnent des valeurgmgees a celles des chiens sains a partir de
5 mois. Reflétant une nouvelle fois sa brutale dégtion, la puissance meédio-latérale du
chien Doc augmente lors de ses deux derniers pesis atteindre une valeur tres élevée a 8.5
mois. La diminution de puissance médio-latéralezdbe chiens traités, traduisant un moindre
balancement au cours de la locomotion, est sigtifie a 5 (p = 0.0375), 5.5 (p = 0.0311), 6
(p = 0.0355) et 7 mois (p = 0.0082).
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Figure 16 : Evolution des différentes variables d’

chez les chiens GRMD traités
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Chacun des graphes représente I’évolution, entre 2 et 9 mois, et pour 8



rouge, et espace rosé entre deux courbes rouge foncé). Sont superposées les
valeurs obtenues chez quatre chiens traités, représentés par leurs symboles
verts, indiqués dans le tableau 1. A : évolution de la fréquence des cycles
locomoteurs ; B : évolution de la longueur des foulées, normalisée par la hauteur
au garrot ; C : évolution de la vitesse, normalisée par la hauteur au garrot ; D :
évolution de la puissance totale ; E : évolution de la force relative ; F : évolution
de la régularité ; G : évolution de la puissance dorso-ventrale, normalisée par la
puissance totale ; H : évolution de la puissance médio-latérale, normalisée par la

puissance totale. Abréviations : HG : hauteur au garrot.

F. Evaluation de la fonction respiratoire par

cinématique diaphragmatique et spirométrie

Dans la méme démarche que pour I'analyse de lodomaine analyse globale des résultats
obtenus sur les deux chiens évalués a été régtiatanalyse de leur déplacement sur le plan
d’ACP décrit plus haut (chapitre 1, III).

Ces deux chiens ont été projetés, en tant qu'idds/isupplémentaires, sur le plan d’ACP

défini par les adultes, et les 5 variables de catéque diaphragmatique et de spirométrie, a 3,
4 et 6 mois, temps auxquels les deux méthodes Id@van ont été employées. Ces plans,

présentés dans la figure 17, montrent que les dieiexs traités, a l'instar des chiens GRMD

témoins qui progressivement se dirigent vers leezmtupée par les chiens GRMD adultes,
restent superposés au nuage de points représégartiiens sains adultes. Ceci suggere un
bénéfice apporté par le traitement sur la fonctiespiratoire, décrite par les cing variables

identifiées plus haut. La distance euclidienne arydentre des chiens sains, nommée index
respiratoire, n'a pu étre calculée qu'a 3 et 4 njammbre de chiens sains insuffisant & 6

mois), et ne differe pas significativement de celiéenue chez les chiens GRMD témoins.
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Figure 17 : Evaluation de la fonction respiratoire chez deux chiens traités :

évolution des animaux sur le plan d’ACP
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A a C : projection des chiens traités, sains et GRMD témoins en tant qu’individus
supplémentaires sur le plan d’ACP respiratoire de référence défini par les chiens
adultes. Les individus adultes sont représentés par des cercles gris, vides pour
les chiens sains, pleins pour les chiens GRMD. Les chiens GRMD témoins sont
représentés par des symboles rouges, et les chiens sains témoins par des
symboles bleus. Les chiens traités sont représentés par leurs symboles verts,
décrits dans le tableau 1. A : Projection des animaux a 3 mois, B : projection des

animaux a 4 mois, C : projection des animaux a 6 mois

Afin de mieux caractériser la fonction respirataies chiens traités, I'évolution de chacune

des cing variables a été examinée indépendamment.

La distance parcourue par le diaphragme, variableidématique, montre le méme type
d’évolution que chez les chiens GRMD témoins : dil@inue avec I'age, et ses valeurs se
superposent a celles de la population GRMD témioiguant que le défaut de mobilité

diaphragmatique n’est pas corrigé chez les chimites. Les valeurs obtenues pour cette
variable ne sont, a aucun des temps étudiés, isigtivement différentes de celles obtenues

chez les chiens non traités.

En revanche, I'index de rétraction caudale du diagime, deuxieme variable calculée par
analyse d’'images radioscopiques, est significatergnaugmenté chez les chiens traités, dés
'age de 3 mois. Les valeurs mesurées se superpasmiles obtenues chez les chiens sains

(figure 18). La rétraction caudale du diaphragmelesc prévenue par le traitement.

Aucune des variables de spirométrie étudiées netrename évolution significativement
différente de celle des chiens GRMD non traitésmmé&i les valeurs obtenues en fin de

traitement se superposent plutdt aux valeurs hageshiens GRMD témoins (figure 18).

La position particuliere des chiens traités syplén d’ACP est donc principalement liée a la
normalisation de I'index de rétraction caudale éapdragme, et trés secondairement a une

altération modérée des quatre autres variables.
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Figure 18 : Evolution des deux variables de cinématique diaphragmatique,
et des trois principales variables de spirométrie, chez les chiens GRMD

traités.
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L’évolution des deux chiens traités est représentée en vert, superposée a celle
des deux populations témoins (saine, en noir, et GRMD, en rouge), pour les
variables suivantes : A : distance parcourue par le diaphragme, B : angle de
rétraction caudale du diaphragme, C : Débit inspiratoire de pointe, rapporté au

débit expiratoire de pointe, D : débit expiratoire a 50 % du volume expiré,
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normalisé par le débit expiratoire de pointe, E : débit expiratoire a 75 % du
volume expiré, normalisé par le débit expiratoire de pointe. Abréviations : T13 :
treizieme vertébre thoracique, DIP : débit inspiratoire de pointe, DEP : débit
expiratoire de pointe, DE50 : débit expiratoire a 50 % du volume expiré, DE75 :

débit expiratoire a 75 % du volume expiré.

IV. Discussion

A la question de I'existence d'un effet de ce @mient immunosuppresseur sur I'évolution

clinique, les résultats permettent, avec certitdéeépondre de maniére affirmative.

Nombreux sont les arguments militant en faveur €wamélioration clinique. Le score
clinique moteur de cing animaux sur sept a at@@st valeurs anormalement basses pour des
chiens GRMD. Les deux animaux dont I'évolution icjire, évaluée par cet indice, s’est
avéree tres rapide en début de traitement, s’esliande par la suite, élément également

inhabituel pour des chiens GRMD.

Cette tendance est confirmée par une nette am@iorde la locomotion quantifiee par

acceélérométrie, et ce, sur 'ensemble des variadiladiées. Ainsi, des altérations précoces de
la locomotion du chien GRMD, telles que chute déotayueur des foulées, de la puissance
totale et de la force, sont progressivement anédmormar le traitement. Parallelement, le
traitement semble exercer un effet préventif swwulvenue des altérations plus tardives, dites
secondaires, telles que puissance médio-latéraliveeou fréquence des cycles locomoteurs.
Ce groupe de variable sont supposées traduire Velafement des ankyloses et des
contractures. Dans ce contexte, il est intéressantonstater que le score clinique moteur,
reflétant ces contractures pour la plupart de wss, est ameélioré concomitamment, ainsi
gue la relaxation, dont le défaut a été proposé plaut, comme pouvant contribuer a la
survenue de ces contractures. L’'association preldms-cyclosporine A permettrait donc

d’améliorer les altérations primaires de la locaomt et de stopper sa dégradation,

probablement en prévenant les contractures.

Ceci est renforcé par le fait que, selon la vatlula fréquence des cycles a 2 mois, identifiée
comme marqueur prédictif, deux des chiens évaluésiemt probablement, sans traitement,

evolué vers une forme accélérée, avec perte dectariotion. La chute spectaculaire des
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valeurs de créatine kinases sériques, chez desaaxipius mobiles, dont la locomotion est
améliorée, est également un argument fort en fagteur bénéfice apporté par le traitement
immunosuppresseur. La chute des créatine kinasehiitrle fait que moins de fibres

musculaires sont lésées, donc reflete probableomenimoindre fragilité membranaire.

Néanmoins, I'analyse des biopsies musculairessésgi ne montre pas d’amélioration de la
dystrophie musculaire sur le plan pathologique. uhec des nombreuses explications
avancees pour expliquer le bénéfice apporté clsgzdients n’a pu trouver confirmation chez
les chiens GRMD traités a dose immunosuppressiugsi,Ale nombre de fibres révertantes
(Hardiman et al. 1993), tres faibles chez les chieaités comme chez les chiens non traités,
n'est pas augmenté par I'administration du traitetnguisqu’au contraire, il apparait diminué
en fin de traitement. Une augmentation de l'ackivde régénération (Hussein et al. 2010,
Vandebrouck et al. 1999) n’a pas non plus été mis€vidence. Le nombre de fibres en
nécrose n'est pas modifié. Le développement deblade (De et al. 2005, Gosselin and
McCormick 2004), bien gque la distinction entre emgsium et perimysium n'ait pas été
réalisée dans cette analyse, napparait pas nermppévenu par les deux molécules associées.
Enfin, bien que le traitement utilisé soit immunagtesseur, et comme le suggerent certaines
études (Gaud et al. 2004, Kissel et al. 1993kritlsle que les effets fonctionnels observés ne

soient pas liés a cette propriété, puisque l'rdilinflammatoire n’est pas modifié.

Aucun des bénéfices rapportés a I'échelle histglogichez les patients ou les soumidx
n’est donc constaté ici, et ne permet d’expligedoénéfice thérapeutique rapporté sur le plan
fonctionnel. A linverse, les seules modificatiombservées vont dans le sens d'une
aggravation des lésions. En effet, la préedominathcaype |, observée dans les muscles
dystrophiques (Yuasa et al. 2008), et mise en @cléci chez les chiens GRMD non traités,
est abolie par le traitement, et leur proportiomeggroche de celle de chiens sains. Alors que
le tibial cranial est un muscle a dominante ragidez le chien (27 % de fibres lentes chez les
chiens sains (Toniolo et al. 2007, Yuasa et al8200s chiens GRMD non traités inversent
cette prédominance, puisque ceux étudiés ici monB@ % de fibres de type | dans leurs
biopsies. A l'inverse, les chiens traités n’en présnt que 30-35 %. Méme s'il s’agit la d’'une
formule plus proche de celle d’'animaux sains, kalee de prédominance du type | dans un
contexte ou les Iésions dystrophiques sont encaseptes pourrait étre considérée comme
un élément pouvant aggraver les Iésions musculaiteseffet, les fibres de type Il sont

davantage fragilisées par I'absence de dystropiirecelles de type |, et ces mémes fibres
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montrent, sans dystrophine, une altération plusoiapte de leur force (Sampaolesi et al.
2006, Webster et al. 1988). Il s'agit la d'une piem® hypothése permettant d’expliquer la
diminution de la force de flexion du tarse, obsengdite aux mesures effectuées sur le
module de premiére génération, et déja décriteaplaurs (Liu et al. 2004). Ce changement
dans le typage des fibres permet également d'axglid’'augmentation de la fatigue

musculaire, mise en évidence sur les deux modules.

La réversion de la predominance du type | chezténs traités peut probablement étre mise
en relation avec l'inhibition de I'activité de lalcineurine par la cyclosporine A. En effet, les
voies de la calcineurine sont impliquées dansdaledion de la transcription des ARNm des
myosines : elles activent la transcription des gespecifiques des fibres lentes, et répriment
celle des génes spécifiques des fibres rapidesn(€hial. 1998, Giger et al. 2004). La
cyclosporine A, utilisée a des doses permettattideage de cette voie, augmente donc la
proportion de fibres de type Il (Chin et al. 1998 effet bénéfique des corticostéroides dans
le cadre de la DMD a été attribué a I'activatioar pes molécules, de la voie calcineurine-
NFAT (St-Pierre et al. 2004). Le blocage de cettee \par la cyclosporine A a donc trés
probablement, au vu des modifications dans le typag fibres, annulé cet effet

potentiellement bénéfique des corticostéroides.

Ces mémes voies de la calcineurine ont de nomlseaigges implications dans le tissu
musculaire. Notamment, elles interviennent dansrdgénération, au sein du tissu
dystrophique. Une dose bloquante de cyclosporin®mg/kg/j) augmente la pathologie
musculaire, et diminue la force chez la souridx (Stupka et al. 2004). Un défaut de
régénération musculaire a donc pu étre responsiblia métaplasie adipeuse exacerbée
observée chez les chiens GRMD traités. Par ailldardranscription de 'ARNm de la
myostatine, inhibiteur de la croissance musculast, inhibée par ces mémes voies de la
calcineurine. La cyclosporine A, en bloquant I'eité de la calcineurine, est donc capable
d’'inhiber la croissance musculaire induite par ¢eice (Michel et al. 2004). Dans le cas des
chiens GRMD traités, l'inhibition de l'activité da calcineurine pourrait avoir entrainé une
atrophie musculaire, de méme que I'administratiengtlicocorticoides (Gilson et al. 2007,
Ma et al. 2003). Cette action des corticostérobrait médiée par une augmentation de la
protéolyse, liée a I'activation du facteur de taiion FOXOS3 (Gilson et al. 2007). De plus,
comme la cyclosporine A, ils contribuent a actiexpression du gene de la myostatine (Ma
et al. 2003). Tous ces éléments indiquent qu'uraphie musculaire a trés probablement été

induite par le traitement chez les chiens GRMDi&atrophie n’a pas été évaluée de maniére
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guantitative, mais la physionomie des animauxdsadttait fortement évocatrice. Une atrophie
des fibres musculaires, médiée par ces deux meecd maniere conjointe, peut également

avoir été a 'origine de la diminution de forceatiditjue observée.

Toutefois, I'atrophie musculaire, énoncée commed’'des hypothéses permettant d’expliquer
la diminution d’amplitude des potentiels d’actiousculaire composés (Botelho et al. 1960,
Sharma et al. 1995), si elle a effectivement étitlibe chez les chiens GRMD traités, est en
contradiction avec 'augmentation de I'amplitudea#s mémes potentiels constatée ici. Une
seconde hypothése permettant d’expliquer cetteectii@mplitude, chez les chiens GRMD
comme chez les patients, est une altération dgwiptés électriques des fibres musculaires
(potentiel membranaire de repos notamment) (Botethal. 1960). Chez les chiens GRMD
non traités, ces deux phénomeénes agissent probafiese concert. L’amélioration de ce
défaut d’amplitude, dans le cadre d'un traitemesstoaiant cyclosporine A et prednisolone,
est a attribuer préférentiellement a une correctaes défauts électriques présents dans les
fibres déficientes en dystrophine, et liés a unengabilité membranaire accrue, et a un
dysfonctionnement de certains canaux ioniques tiaurém (Bellinger et al. 2009). Les
défauts de I'hnoméostasie ionique, et notammeniquade étant trés probablement a I'origine
de la nécrose des fibres musculaires dans le cadecette maladie, une amélioration de cette
homeéostasie peut expliquer la chute des valeursréidine kinases sériques observée. Elle
peut également expliquer la normalisation des defda relaxation, et la disparition de la

composante myotonique mise en évidence chez leaxBRMD.

Dans ce contexte, les surcharges calciques exarbiéservées dans les biopsies de muscle
des chiens traités, paraissent en contradictiorc auee amélioration de I'homéostasie
calcigue. Néanmoins, les fibres |égerement suréeasrgn calcium, dites hypercontractées, ne
sont pas présentes en plus grande quantité chezhikess traités. Dans ce cadre, il serait
possible d’expliquer la présence de si nombreusessf calcifiées par la diminution de
l'activité macrophagique dans le tissu musculaiigesau traitement immunosuppresseur.
Cette hypothése a également été émise suite &haion de ce type de Iésions chez des
chiens GRMD traités a des doses immunosuppresdevggednisone, mais absentes lorsque
ces doses sont moins fortes (Liu et al. 2004). uantfication des macrophages dans les
muscles des chiens traités n’a pas permis de ooerficette hypothése. Néanmoins, étant
donné le grand nombre de fibres calcifiées, il pa@prenant que le nombre de macrophages
se situe plutét dans les valeurs basses de la sapuiGRMD témoin. Par ailleurs, il serait

probablement intéressant de quantifier de manié&tncte la population de macrophages

384



activés, et de macrophages anti-inflammatoiregesodeux décrites comme présentes dans
des tissus musculaires soumis a des cycles deseéetarégénération (Arnold et al. 2007),
mais ayant des fonctions bien différentes.

En tout état de cause, la présence de nombrelmses falcifiées, éléments non contractiles,
constitue une voie d’explication supplémentaireaadiminution de la force musculaire
tétanique, mesurée sur le module de premiere géméraoutefois, cette diminution de force
musculaire démontrée, doit étre nuancée. Les aminraiiés ont quasiment tous développé
une obésité, effet secondaire connu des corticrigiEs. Or, les données de force obtenues sur
le module de premiére génération ont été normalipée la masse corporelle, et comparées
aux données obtenues sur les chiens GRMD témakesisiplus haut comme maigres. Cette
normalisation a donc pu contribuer a séparer atigéiement les deux populations, comme
cela a également été suggéré dans I'étude suetl'déff la prednisone chez les chiens GRMD
(Liu et al. 2004). Cette obésité est égalementabt@ment en partie responsable des résultats
obtenus pour l'index de rétraction caudale du diagime : la normalisation de cet index doit
étre considérée avec précaution, car elle trousbgimiement en partie son origine dans la

réplétion abdominale majeure observée chez cesaamim

Par ailleurs, le retard de croissance observé deanimaux traités, qui est également un
effet secondaire des corticostéroides, a tres plelment induit une diminution de la taille
des membres, et notamment du segment métatarsaagie. Or, il a été envisage, et
partiellement démontré, que le module de premiérg&ation, de par sa conception, tendait a
minimiser la force produite, et ce d’autant plug d& membre évalué est de petite taille, car
éloigné des capteurs. Tous ces éléments viennamicad la diminution de force de flexion
observée, et également publiée sur un module deeption proche (Liu et al. 2004). Les
résultats obtenus chez les deux chiens évaluéte ssecond module, et normalisés par la
longueur du segment tibial, tendent a confirmea.céh effet, a 4 mois, aucune différence de
force n’est mise en évidence, tandis qu'a 6 maisehdance inverse se dessine : les deux
animaux traités montrent une augmentation sigrifieale leur force musculaire, alors méme
gue cette méme variable, mesurée sur le premieuli@othe semaine auparavant montrait des
valeurs effondrées. Ces résultats contradictoirestrant a quel point la réflexion menée sur
la normalisation, ainsi que les caractéristiquebn@ues des outils de mesure jouent un réle

primordial sur les résultats obtenus.

Les résultats obtenus renforcent par ailleurs ibléacorrélation entre force musculaire et

atteinte clinique, démontré précédemment. L’étatohbgique, ainsi que la force d'un groupe
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musculaire donné, du moins celui étudié ici, nenadtent pas de présumer du phénotype
cliniue des individus. La corrélation solide entariables d’accélérométrie, propriétés de
relaxation et score moteur a ici été démontrée naoevelle fois, dans un contexte
d’amélioration clinique, possiblement médiée pae wstabilisation des canaux ioniques,
permettant de diminuer les lésions des fibres mases a I'échelle de la musculature
globale, comme en témoignent les valeurs effonddée€K. Au-dela de cela, cette étude a
permis de démontrer que les outils d’évaluation eniplace permettent un suivi longitudinal
d’animaux dans le cadre d’'un essai thérapeutiqueord capables de mettre en évidence un

bénéfice fonctionnel.

Si I'évaluation des animaux n’a pas été homogems datte étude, étant donné qu’elle s’est
déroulée concomitamment a la mise en place desreliffs outils, elle a néanmoins permis de
dessiner une tendance a I'amélioration des chientesplan moteur. Toutefois, les résultats
obtenus sur le module de premiere génération magitant pas d’expliquer 'augmentation

de force musculaire au cours du temps, et d’aytarg sur un membre, plus que sur sont
témoin controlatéral. Ainsi, si 'amélioration détht général, décrite suite a des greffes de
mésoangioblastes (Sampaolesi et al. 2006) ne ytgvec certitude, étre attribuée aux
greffes de cellules, le gain de force dans le menmjecté peut, quant a lui, étre expliqué par
'expression de dystrophine permise par les ceallideuches. L'amélioration fonctionnelle

locale est donc incontestable.

L’amélioration de la fonction motrice, mise en @nde a 'issue de cette étude, doit donc étre
prise en considération, avant de décider de la emnsplace d’'une immunosuppression chez
des chiens GRMD, dans le cadre d’'un essai prégainsystémique. Si une population témoin
est désormais disponible, son phénotype cliniquaraslioré a un tel niveau que le traitement
testé devra espérer une quasi-guérison pour mostrerefficacité. Au-dela de cela, les

modifications observées a tous niveaux suggeremti@modeéle GRMD est modifié a un tel

point par ce traitement que le contexte patholagisjen trouve modifié, ainsi, donc, que sa
pertinence en tant que modéle pré-clinique. Péuad, I'expression des intégrines, élément
essentiel dans la migration de cellules souches kercompartiment musculaire, est trés
probablement modifiée par ce type de traitementsr€hte et al. 2007). Dans le contexte de
greffes de cellules souches par injections intiscukaires, un tel traitement peut donc

conduire a modifier les résultats des greffes eliémes, avant méme de modifier leur effet

sur le plan fonctionnel.
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S’il apporte un bénéfice sur le plan fonctionnélgst inenvisageable d’appliquer un tel
traitement & des patients atteints de DMD, en maide ses effets secondaires. Les
perspectives thérapeutiques apportées par cettie dant donc minces. Cependant, elle a
démontré que bloquer les voies de la calcineurares de modéle animal le plus représentatif
de la DMD n’est pas néfaste, et, au contraire, gppom bénéfice. Ceci pose la question de la
dimension du réle de la myostatine dans cette nelast de l'intérét de linhibition de
I'action de cette hormone comme solution thérapeetipour DMD. Par ailleurs, les résultats
obtenus semblent indiquer que cibler I'hnoméostasigque des fibres musculaires pourrait
constituer un axe thérapeutique intéressant. Denteédravaux conduits chez la soumsix
montrent qu’en effet, stabiliser les canaux calcdumréticulum (RyR1) permet de prévenir
les fuites calciques depuis ce compartiment, dansyloplasme, et d’améliorer la fonction

musculaire (Bellinger et al. 2009).

Malgré ces hypothéses formulées, le mode d’actiénip du traitement immunosuppresseur
utilisé ici, et conduisant & une amélioration nugyireste a déterminer, comme celui des
corticostéroides chez les patients. Il s’agit lalégent d’'un des roles et intéréts du chien
GRMD : permettre d’offrir des explications sur legcanismes pathogéniques impliqués dans
cette maladie homologue de la DMD, et aboutir anisientifier des pistes thérapeutiques.
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Conclusion

Difféerents outils d’évaluation ont été développés,ont permis d’identifier des variables

pertinentes pour I'évaluation des chiens GRMD.

Comme cela était souhaité, les outils développés on invasifs, et simples de mise en
ceuvre. Aucun d’entre eux ne nécessite de dispasipfanté, et seule la mesure de force
demande une anesthésie générale, mais sans gestd associé. La simplicité de mise en
ceuvre et la non-invasivité constituent deux élémeatmettana priori un transfert aisé de
ces méthodes de mesure dans les difféerents cammeses a évaluer des chiens GRMD, dans
un contexte d’harmonisation des méthodes d’évanatCes outils sont par ailleurs, pour la
plupart, employés chez les patients atteints de DMD¥’'agit donc d’utiliser des outils
cliniques, adaptés au chien, au stade pré-clinige.dernier point s’inscrit dans la méme
démarche que celle suivie pour l'administration tdgitements dans le cadre d’essais
thérapeutiques chez les chiens GRMD : les voiesé&hodes d’administration sont choisies
en veillant a leur applicabilité directe au stadi@ique. En tant qu’homologue canin du
patient atteint de DMD, le chien GRMD doit occupee position particuliere et se distinguer
du modéle murin pour se rapprocher du patient :apémaux doivent étre gérés sur le plan
clinique, traités et évalués de la maniére la phashe possible de ce qui sera, si le traitement

s’avere efficace, réalisé chez le patient.

Les chiens GRMD ont cependant les défauts de lguatitées. Comme les patients dont ils
sont le plus proche modéle, les chiens GRMD présénine grande hétérogénéité clinique
inter-individuelle. Cette caractéristique, les naygant encore un peu du contexte humain,
représente néanmoins un défaut de taille pour uétacanimal, qui lui vaut d’étre critiqué.
Les outils développés ont permis de décrire de enarquantifiee cette hétérogénéité. Cette
description, ainsi que la capacité d'évaluer le é@dde maniére objective et multi-

paramétrique, constituent un pas vers la maitesa dariabilité de ce modéle.

Il est désormais possible de déterminer le nomlzeirdaux nécessaires a la démonstration
d'un bénéfice thérapeutique donné. Le tableau ategxe 1 fournit le nombre d’animaux a
inclure dans un essai pour démontrer une guérisea,amélioration de 100 ou de 50 %,
suivant les variables considérées. Il apparait gaar la plupart des variables, excepté par
exemple la longueur des foulées, l'effet rechercloét étre conséquent, si le nombre

d’animaux inclus est inférieur ou égal a 5. Cetibésn entendu a relier aux forts écarts-types
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mesures, reflétant la variabilité inter-individeelLes outils mis en place he gomment donc
pas I'hnétérogénéité, et ce n'est d'ailleurs pag lebjectif, puisqu’ils se veulent un reflet
quantitatif de I'état clinique des animaux. Néanmsoiils permettent, en la quantifiant, de la
maitriser partiellement. De plus, les traitemeattds sur le chien GRMD sont parmi les plus
prometteurs, et, pour une pertinence dans le cdadme application clinique potentielle,
I'effet attendu doit donc étre majeur. Par ailleliétude menée sur les chiens GRMD placés
sous protocole d'immunosuppression a montré laaitipdes différents outils a démontrer

des différences, méme avec un faible nombre d’idda:

Ainsi, par exemple, & 6 mois, les 3 chiens traiéstrent une distance euclidienne moyenne
(variables d’accélérométrie) de 2.09 (écart-tyfe20), soit une amélioration de 75 % par
rapport a la population GRMD témoin (p = 0.0035), @apres les calculs de taille
d’échantillon, la mesure d’'une telle amélioraticevicit nécessiter d’inclure 6 animaux. Un
bénéfice significatif a pu étre démontré ici, agealement la moitié de cet effectif. Ceci est
lié au fait que I'écart-type de la population teaitest fortement réduit, en comparaison de la
population témoin, dont I'écart-type est utilisupee calcul de taille d’échantillon. Si les
traitements testés parviennent, comme l'associat®gyclosporine A et de prednisolone, a
estomper I'hétérogénéité clinique, le nombre d’anima inclure pour espérer démontrer un
bénéfice diminuera logiquement. Les valeurs fowndans le tableau de l'annexe 1

constituent donc probablement un maximum.

Une autre voie permettant de mieux maitriser l'toggénéité clinique du chien GRMD a été
envisagée. Des marqueurs prédictifs ont été reobsrpermettant de déterminer a un stade
précoce quelle sera I'évolution d'un individu donhé fréquence des cycles locomoteurs a
'age de deux mois s’est avérée constituer un neangpotentiellement intéressant, puisque
78 % des chiens évoluant vers une perte de maxarg Bage de 6 mois ont une fréquence
inférieure a 2.3 cycles/s a ce stade. Sélectiolaseindividus précocement suivant ce critere
pourrait permettre de travailler sur des groupesnidiaux plus homogénes, en terme
d’évolution clinique, que la population entiere. tableau de I'annexe 2 fournit les tailles
d’échantillon calculées, sur des populations trigessla valeur de leur fréquence de cycle

locomoteur a 'age de 2 mois.

Ces données montrent que sélectionner la populatomrhiens évoluant vers une forme
acceléree permet, sur certaines variables (scomeyjuet, vitesse, puissance totale...), de
diminuer le nombre d’animaux a inclure, pour oltam bénéfice mesurable a 4 mois. A

'age de 6 mois, le nombre d’animaux & inclure pdémontrer une diminution du score
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clinique est fortement réduit. Les variables d’d&amétrie ne pouvant pas étre mesurées
dans la population témoin a ce stade, le seuldfaipouvoir les mesurer dans la population
traitée représente un bénéfice. Sélectionner,nadise, la population dont la fréquence de
cycles locomoteurs dépasse le seuil prédictif dgiermet de diminuer Iégerement le nombre
d’animaux a inclure pour mesurer un bénéfice a 4smbux stades ultérieurs, le nombre

d’animaux reste identique, dans la mesure ou laulptipn totale correspond dans son

intégralité, a partir de 6 mois, a celle sélectémn

Dans la méme démarche, des calculs de taille didba ont été effectués afin de

déterminer combien d’animaux il était nécessairenctlire lors d’essais réalisés sous
protocole d’immunosuppression. Deux éléments rémsoide ces calculs. D’une part, le

nombre d’animaux a inclure est, pour beaucoup deablas, relativement faible, étant donné
gue I'écart-type de la population de départ (chi@RID sous immunosuppression seule) est
également faible. D’autre part, pour beaucoup dabkes également, la marge de bénéfice
est assez réduite, étant donnée I'améliorationitéécinez les animaux immunosupprimes, et

c’est la guérison qui doit alors étre visée.

L’ensemble de ce travail a permis de contribuerna optimisation de I'exploitation du
modele GRMD dans le cadre d’essais pré-cliniques.démontrer qu’il était possible de faire
face a la variabilité inter-individuelle, en empdoy des outils de mesure adaptés. L'étape
suivante est de faire de cette variabilité un ateud'utiliser le chien GRMD pour mettre en
evidence des facteurs modulateurs du phénotypeéqudin et ainsi, peut-étre, ouvrir de

nouvelles voies thérapeutiques pour la DMD.
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Annexe 1 : Utilisation du chien GRMD dans des essais

pré-cliniques : tailles d’échantillons nécessaires, en

fonction des variables utilisées, et de I'effet fonctionnel

attendu.
Variable 4 mois 6 mois Adultes
+50% | +100% | =Saing +509 +100% =Saips +50% +100% rrsS
Score moteur 28 13 5 20 10 4 9 5 3
Vitesse/HG 14 5 12 4 4 15 3
L
= |FC 4
b |LFHG 4 3 3 2 10 4 3
(23 Régularité 11 6 11
ag
L_lIJ PT 27 8 3 35 10 3 28 8 2
EJ) PML/PT 39 18 11
%,:) Force 14 4 9 4
Deucl 15 8 4 5 3 17 8 5
FTikg) M) 13 4 3 2 2
w Fatigug M, 24
O
% FTiym M, 9 16 5 2 28 8 3
L |FatiguaM, 9 6
CRes P-T 53 24 6
= Distance 6 4 13 5 5 3
O
= |Angle 28 29 9 4 178 45 4
<
o |DIP/DEP 4 16 15
o
EI,J) DE75/DEP 42 15 9
m Deud 10 6 4
T |MVG, 3 2 2
O ©
o 3 §MVGE 78 21 3
X 83
6 @ & MVGA 8 5 4
O
~ |MVGE/MVGA 160 41 3
o |Poids 11 7 7
'_
<
= X WHG 19 10 14
w O
© |imc 19 7 6
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Face a chaque variable, est indiqué le nombre d’animaux nécessaires pour démontrer un
bénéfice de 50 ou 100 % par rapport a la population GRMD témoin, ou une amélioration
a hauteur des animaux sains, a 4, 6 et 9 mois. Les situations requérant 5 chiens GRMD
ou moins figurent en gras. Abréviations : HG : hauteur au garrot, FC : fréquence des
cycles, LF : longueur des foulées, PT : puissance totale, PML : puissance médio-latérale,
Deucl : distance euclidienne sur le plan d’ACP, FTr : force tétanique relative, MI : module
de premiére génération, MII : module de seconde génération, CresP-T : contraction
résiduelle post-tétanique, DIP : débit inspiratoire de pointe, DEP : débit expiratoire de
pointe, DE75 : débit expiratoire a 75 % du volume expiré, MVGs : gradient de vélocité
myocardique systolique, MVGE : gradient de vélocité myocardique diastolique précoce,

MVGA : gradient de vélocité atrial, IMC : indice de masse corporelle

393



Annexe 2 : Utilisation du chien GRMD dans des essais

pré-cliniques : tailles d’échantillons nécessaires, en

fonction des variables utilisées, et de I'effet fonctionnel

attendu, apreés sélection des chiens suivant un marqueur

prédictif.
Variable 4 mois 6 mois
+50% +100% =Sains +50% +100% =Sains

~ Score mot 15 8 3 3 3 2
B Vitesse/HG 16 5 4
I n
N — FC
V x
0 T |LFHG 4
d 62'2 Régularité 17
5 0 W |PT 33 9 2
& g EJ) PML/PT Incapables d’gﬁgct,uer le test
a ) ou decédeés
w < Force 9
% Deucl 19 9 4
LZI)J FT.ymM 120

L
O" O r(/m) Vi
'ﬁ'cJ % FatiguaM, 5
L

H Rehooms/FT 10
N Score mot 17 8 4 16 8 3
‘B Vitesse/HG 16
™
~ L FC
A o

}_
% L |LF/HG 4
d 62'2 Régularité 10
So| W |PT 21 6 3

o

K e 5 |PMLPT 55 Voir tableau annexe 1
(@)
L %() Force 7
O
Z Deucl 9 5 3
Ll
§ W FTrgm My 11
E % Fatigug M, 9

L Rehooms/FT 37
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Annexe 3 : Utilisation du chien GRMD immunosupprimé

(CsA + prednisolone) dans des essais pré-cliniques :

tailles d’échantillons nécessaires, en fonction des

variables utilisées, et de I'effet fonctionnel attendu.

Variable 4 mois 6 mois 9 mois
+50% | +100 | =Sains| +50% | +100 | =Sains| +50% | +100 | =Sains
% % %
Score mot 52 24 7 46 21 7 24 11
Vitesse/HG 3
w | FC 23
o
Lll_J LF/HG 10 2 2 2
2 | Regularité 13 85 68
e
L_I'J PT 98 4 3 4 3 2
L
O PML/PT
O
< Force 16 4
Deucl 10 5 3 4 3 3 3 2 2
x| FlgM 16 2 6 3
oN3) :
L Fatigug M, 17 17 5 24 11
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Publications - Congres

Functional evaluation of dystrophic dogs treated byexon-skipping

Barthélémy I., Thibaud J-L., Vulin A., Bertoldi D5oyenvalle A., Lorain S., Dreyfus P.,
Carlier P., Garcia L., Blot S. Neuromuscular Disosd2007 Vol 17, 9-10, p 898. Abstract.
Présentation orale (Stéphane Blot), congres dedddMuscle Society 2007.

DMD is an X-linked recessive disorder due to motadiin the dystrophin gene, most of them
being large deletions leading to out of frame tcaipss. About 80% of the out-of-frame
mutations could theoretically be rescued afterorasj the translational frame by using exon
skipping strategies. The GRMD dog, a large moddDMID, presents a punctual mutation in
the acceptor splice site of the dystrophin genetson 6, leading to the out of frame
elimination of exon 7. We had already proven thantatic efficacy of the AAV2/1
U7smOPT ESE6 & ESES to induce the skipping of ex®ns and 8 allowing production of
an in-frame mMRNA, to transduce myofibers and téoresat their level expression of a quasi-
dystrophin. Functionality of quasi-dystrophin hageb demonstrated at the histological scale
by restoring the dystrophin associated protein derypand stopping spontaneous muscle
damages. To assess muscle function improvementhave injected intramuscularly two
GRMD dogs at the age of 3 weeks in the whole himi$ anterior compartment with a total
dose of 3,5.15 vg. After two months, normal levels of quasi-dggtin were recovered
throughout the treated muscles. NMR imaging of botidlimbs was performed at 3T before
and after intravenous bolus of Gadolinium-DTPA. hIheal relative enhancement, a
parameter we have found to be significantly lowehealthy than in GRMD dogs, was shown
to be lower in treated limbs. Functional recovegsvassessed by measuring the tetanic force
of treated vs untreated muscles after maximal $étimn of the common peroneal nerve.
Since tetanic force values were identical for bletlps in healthy and control GRMD dogs,
they were improved by a factor of 1,6 and 1,4 eated compared to contralateral untreated
legs. Our results point up muscle function recowadtgr multi exon skipping gene therapy in
a large size animal model that recapitulates thie plaenotypic features of DMD. These data
give all its sense to our strategy and are mileetdn perspectives of generalization of the
administration.
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Assessment of gait quality in dystrophin-deficientlogs using accelerometry

Ines Barthélémy, Eric Barrey, Jean-Laurent Thibarmk Uriarte, Stéphane Blot, Jean-Yves
Hogrel. Abtsract
Poster, congres Myology 2008.

Dystrophin-deficient dogs (GRMD, LRMD) exhibit silai pathophysiological and clinical
features as Duchenne patients and represent theréfe best animal model to evaluate a
therapeutic benefit. Emerging systemic approachdstlae associate necessity to assess their
clinical efficiency have led us to develop a quatitre, discriminating and non-invasive
method to analyse locomotion. Accelerometry, a @aitalysis technique based on 3D
recording of accelerations, seems to be easy tforperin dogs and a source of several
guantified parameters.

In order to test this method, 11 dystrophin-defitiend 5 healthy adult dogs were encouraged
to walk or trot along a 20 metres corridor, as s$poaously as possible. Three axial
accelerations were recorded close to the centgrafity, the accelerometer being placed
under the sternum, using a light elastic belt #getd around the thorax (Equimetrix device
®). Recorded data were then analysed using spegaiicanalysis software on ten seconds-
samples of steady state locomotion.

The accelerometer device was well tolerated bydtgs. The trot was spontaneously adopted
by healthy, and by less affected dystrophic dodsreas gait of severely affected animals
was restricted to walk. The mean regularity of dersntral accelerations was found to be
significantly higher in healthy than in trotting styophic dogs. Total mechanical power of
gait (W/kg) was also observed to be significanigmrased in dystrophic dogs. Interestingly,
the medio-lateral component of the power was sSicamitly increased in dystrophic dogs,
demonstrating a swaying component in the gait eséhdogs.

These preliminary results show that accelerometrg simple and non-invasive method of
functional evaluation of dog’'s gait and is effidign quantitatively discriminate dystrophic
from healthy dogs, using specific signal processigghods. Longitudinal studies are ongoing
in order to describe gait evolutions of healthyswsr dystrophic dogs at various ages, with
various phenotypes and after treatment.
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Accelerometry, a new tool to assess gait quality dfystrophin-deficient dogs

Ines Barthélémy, Eric Barrey, Jean-Laurent Thibamk Uriarte, Stéphane Blot, Jean-Yves
Hogrel. Neuromuscular disorders, 2008, Vol 18, 94885, Abstract
Poster, congres de la World Muscle Society, 2008.

Dystrophin-deficient dogs, as canine replicas ofDphtients, represent the choice model to
evaluate systemic therapeutic strategies. In tbigext, the development of a quantitative,
discriminating and non-invasive method of gait @yalassessment is essential.
Accelerometry, a technique based on 3D recordingcoklerations, is the method we have
chosen to develop, because it seems to be eassrftrp in dogs and a source of several
guantified parameters.

In this aim, dystrophic and healthy dogs were ermged to walk as spontaneously as
possible along a 20 metres corridor, and timed &veretres. Three axial accelerations were
recorded close to the center of gravity, the acoeleter being placed under the sternum,
using a light elastic belt tightened around thedaRdEquimetrix device ®). Recorded data
were analysed using specific gait analysis softwareen seconds-samples of steady state
locomotion.

Eleven dystrophic and 7 healthy adult dogs wered use validate parameters able to
discriminate these two groups. The mean regulafityorso-ventral accelerations was found
to be significantly higher in healthy than in dysthic dogs. The frequency and length of
strides were considerably reduced in dystrophicsdag well as the total mechanical power of
gait (W/kg). Interestingly, the medio-lateral compat of the power was significantly
increased in dystrophic animals, demonstrating ayswy component in the gait of these
dogs.

Longitudinal studies in puppies show that the tptaler of gait is early reduced at 2 months
of age in dystrophic animals, whereas the incredsthe medio-lateral component of the
power and the decrease of regularity progressivetyr with age.

These results validate accelerometry as a usef@lilafofunctional evaluation of dystrophic
dogs, since it is simple, non-invasive and effitienquantitatively discriminate them from
healthy dogs. Moreover, they provide reference dathealthy and untreated dystrophic dogs
at different ages, representing comparison poortsldgs receiving systemic treatments.
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Immunosuppressive regimen fails to improve dystroptt phenotype and impairs muscle
function in the dog model of Duchenne muscular Dysbtphy

Barthélémy 1., Uriarte A., Thibaud JL, Blot S. Nearuscular disorders 2008, Vol 18, 9-10,
p784.
Poster, congres de la World Muscle Society 2008.

Many therapeutic strategies for DMD tested in dagsdfering from Golden Retriever
muscular dystrophy require immune response moaumagyclosporin and corticosteroids are
known to improve dystrophic phenotype at anti-imftaatory dosages. However, the effects
of this association at immunosuppressive levelstiegharacterized in GRMD dogs.

In this aim, 5 GRMD dogs underwent CsA (20 mg/kgéd Prednisone (2 mg/kg/d)
treatment starting at 2 up to 9 months of age. dbresequences of the treatment on the
dystrophic phenotype were assessed by clinicalirsgarnd muscle biopsies. Effects on
muscular function were examined using force measengs at 4, 6 and 9 months.

Many side effects were observed, including grow#tandation, overweight, extended
papilloma, ectopic calcifications notably in thed@is, and luxations impairing locomotion. No
evident influence of treatment on the clinical dgphic phenotype was observed. Indeed, the
clinical scoring evolution appeared heterogeneand,superimposable to the range of scores
of untreated GRMD dogs. Moreover, the treatmentraitiprevent hiatal hernias, a frequent
consequence of diaphragmatic damages. The histalogphenotype was not clearly
improved, and intracellular calcifications weregweinant. Force measurements showed that
tetanic contraction force of the anterior comparitraf the leg was decreased in comparison
to untreated GRMD dogs. Moreover, the force dee@aser time whereas it remained stable
in untreated GRMD dogs, and increased in healtlgg dohis could be due to reversion of the
type | predominance in treated dogs muscles, dimeeabsence of dystrophin is known to
impair type Il more than type | fibers function.rduscle growth inhibition, due to calcineurin
pathway blockade and corticosteroids could alspebponsible for this loss of force.

This study highlights deleterious repercussionstha association of CsA+Prednisone at
immunosuppressive levels on GRMD dogs. These dataadkeystone for the analysis of
results in therapeutic trials. Thus, a force imgment can be interpreted with certainty as a
gain of function due to the specific treatment, antlto the immunosuppressive regimen.
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Evaluation des biothérapies chez les modéles canide DMD : développement et validation
d’outils

Ines Barthélémy, Eric Barrey, Jean-Laurent Thibdedn-Yves Hogrel, Stéphane Blot
Présentation orale, journée de I'Institut MondoiR#eherche Biomédicale, 2009.

La dystrophie musculaire de Duchenne (DMD) est mnyepathie grave et invalidante, qui touche
'ensemble de la musculature striée squelettiqige Bu chromosome X, et due a une absence de la
protéine dystrophine en position sub-sarcolemmaile fibres musculaires, cette maladie touche 1
garcon sur 3500. A ce jour, aucun traitement nkstore disponible, méme si de nombreuses
stratégies de thérapie génique, cellulaire ou paenfogique approchent ou en sont au stade deil’'essa
clinique.

Si découvrir une stratégie thérapeutique pour lalDédnstitue un défi, de par la taille colossaldade
protéine a restaurer, et de par I'étendue du table, I'existence d’'un modéle canin pertinent
constitue un atout précieux dans cette rechercheffigt, outre une taille proche de celle d’'un gun
garcon, le chien dystrophique, comme le patieg@sgmte une mutation dans le géne de la dystrophine,
un processus dystrophigue affectant ses muscl&s,stine locomotion précocement altérée, une
insuffisance respiratoire puis cardiaque, et deveagacomplications de la maladie. Ces similitudes
frappantes sont a l'origine de la place prépondéraccupée par ce modéle dans les essais pré-
cliniques.

Cependant, ces nombreuses altérations fonctiosne#eessitent d'étre évaluées, afin d'objectiver
d’éventuelles améliorations suite a I'administratid’'un traitement. A ce jour pourtant, peu de
méthodes d'évaluation de ces animaux ont été \edidé’'est pourquoi nous travaillons au
développement d'outils d’évaluation des différentiesmictions touchées. Ce développement et
notamment le choix de ces outils fait appel a dégeaces que nous nous sommes fixées. Les outils
choisis doivent avoir une pertinence clinique, &ipettre ainsi une meilleure extrapolation au patie
Par ailleurs, ils doivent pouvoir étre aisémentligpgs par d’autres équipes, ceci afin de rendre
comparables les différents résultats obtenus. Eiéirdoivent fournir des informations quantitasye

et objectives. La validation de ces outils pass@ @oint de vue méthodologique par la démonstration
d’une différence significative entre animaux makdesains, puis par des études longitudinalesitvisa
a décrire I'évolution des variables mesurées aaguadgression de la maladie. Nous présentonssci le
différents outils développés et validés a ce jansiajue les obstacles rencontrés.

La fonction premiere d’'un muscle est de généreladerce, et c’est donc logiquement la premiere
fonction supposée altérée dans le contexte d'us&aphie musculaire. Nous avons donc développé
un outil d’enregistrement de force musculaire polrens, que nous employons pour le membre
postérieur et plus précisément pour les musclda gembe. L'intérét de cet outil est son utilisatio
potentielle dans la validation de stratégies adstiées de maniere systémique, comme localement, et
dans ce cadre nous avons pu démontrer la fonctishrdu saut d’exon thérapeutique a I'échelle d’'un
muscle. Cependant, réduire un bénéfice a la setde fnusculaire est réducteur et nous le montrerons
au travers des résultats d'une étude que nous avoesée sur leffet d'un traitement
immunosuppresseur.

La deuxieme fonction que nous avons choisi d'évalest la locomotion. L'outil choisi,
'accélérométrie, répond parfaitement a notre catles charges, et s’est révélé tres efficace pour
mettre en évidence et quantifier des caractéristigie la démarche spontanée de ces animaux : peu
puissante, elle est faite de petits pas, a faibdelesce, et balancée médio-latéralement.
L’accélérométrie représente le premier outil déppéd pour évaluer la démarche du chien
dystrophique, et il s'agit également de la premigiksation de I'accélérométrie chez le chien caanm
outil d'analyse de la locomotion.

Enfin, des outils d’évaluation de la fonction reafire sont en cours de validation. Il s’agit de
I'évaluation de la distance parcourue par le diaghre au cours d'un cycle respiratoire a I'aide d’'un
outil radioscopique d’'une part, et de la spironeétiautre part.

Un dernier parameétre, extrémement simple a mesetrées discriminant, est le poids normalisé par |
hauteur au garrot. Cet indice est trés diminué deezhien dystrophique, et refléete de maniére
guantitative 'amyotrophie, et la maigreur de cesraux, conséquence des troubles digestifs.

421



L'ensemble de ces outils permettra d’évaluer, daiéna objective et multi-paramétrique, le bénéfice
apporté par les stratégies thérapeutiques testéasces animaux et renforcera la valeur cliniqueede
modele pré-clinique.
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Article 1, publié dans Neuromuscular Disorders en Novemb@® 2idtitulé « Gait analysis
using accelerometry in dystrophin-deficient dogs »
Auteurs : Inés Barthélémy, Eric Barrey, Jean-Laufédrbaud, Ane Uriarte, Thomas Voit,

Stéphane Blot, Jean-Yves Hogrel.

Article 2, soumis a BMC Musculoskeletal disorders en oct@MH), intitulé « Longitudinal
ambulatory measurements of gait abnormality inrdystin-deficient dogs »

Auteurs : Inés Barthélémy, Eric Barrey, Pablo AguyilAne Uriarte, Matthias Le Chevaoir,
Jean-Laurent Thibaud, Thomas Voit, Stéphane Béan-ves Hogrel.
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