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I. Le syndrome de myopathie de Duchenne 

1. Une pathologie musculaire évolutive 

a. Découvertes historiques de la myopathie 

 

 

 

Figure 1 – Patient DMD représenté par le Dr. Duchenne 
(Duchenne, 1868) 

 

 

 

La première description de la dystrophie musculaire par le Dr. Guillaume Duchenne de 
Boulogne a eu lieu en 1861. Dans son ouvrage De l'électrisation localisée et de son 
application à la pathologie et à la thérapeutique (Duchenne, 1861), il aborde aux pages 
354 à 356, le cas de Joseph Sarrazin, âgé de neuf ans dont « [les muscles] étaient fermes, 
comme hypertrophiés ». C’est en 1968 qu’il décrit plus en détail la maladie dans son 
ouvrage De la paralysie musculaire pseudo-hypertrophique (Duchenne, 1868) avec 
l’exposé de 13 cas de jeunes garçons présentant le phénotype musculaire de ce que l’on 
appelle aujourd’hui, la dystrophie musculaire de Duchenne (DMD) ou myopathie de 
Duchenne. 
 
Ce qui est moins connu, c’est que le Dr. Gowers en 1879, dans son article Pseudo-
hypertrophic muscular paralysis – a clinical lecture soulève la possibilité que deux frères 
myopathes aient été décrit par Coste et Gioja dès 1838 dans le journal Annali Clinici 
dell’Ospedale degli Incurabili di Napoli. Cette information est en vérité fausse, comme 
rapporté par le Professeur Giovanni Nigro de l’Université de Naples en 1986 qui révèle que 
le cas de ces deux frères fut décrit par le Professeur G. Conte (et non Coste) avec l’aide du 
Docteur L. Gioja dans un article daté de 1836. Nigro a publié en 2010 One-hundred-
seventy-five years of Neapolitan contributions to the fight against the muscular diseases 
qui revient en détail sur cet historique Napolitain de la myopathie qui prend place trente 
ans avant la description du Dr. Duchenne. Les noms de Conte et Gioja ne marquèrent pas 
l’Histoire, car à leur époque, beaucoup étaient persuadés qu’ils décrivaient un cas de 
tuberculose. De nos jours, leur description ne laisse aucun doute, il s’agit bel et bien d’une 

Le Dr Duchenne dit de ce garçon âgé de 7 ans, atteint de paralysie 
pseudo-hypertrophique (nommée de nos jours, dystrophie 
musculaire de Duchenne, DMD) que ses muscles moteurs des 
membres inférieurs et les spinaux lombaires sont démesurément 
développés, contrastant avec la maigreur des membres supérieurs. 
Sur la vue de profil, Duchenne désire montrer l’ensellure qui se 
produit pendant la station et la marche. 
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revoient à la baisse cette incidence en utilisant une méthodologie différente de méta-
analyse, rappelant que le décès précoce des patients rend difficile l’estimation exacte de 
l’incidence de la myopathie de Duchenne. Ces deux études permettent, de plus, de 
confirmer celle de Bortolini et Zatz (1987) qui mettait en évidence une incidence similaire 
de la maladie sur les populations Européennes, Américaines, Arabes et Asiatiques. 
Landfeldt et al., en 2014, ont publié une étude visant à quantifier ce coût en Allemagne, 
Italie, Royaumes Unis et Etats Unis d’Amérique: il est de 80 k€ à 120 k€ par patient et par 
an. En France, 150 à 200 garçons nouveau-nés sont atteints de la myopathie de Duchenne 
par an, et on estime à 2 500 le nombre total de patients. Ceci représente un budget 
compris entre 200 et 300 millions d’euros dépensés chaque année en infrastructure de 
soin. La myopathie de Duchenne est donc certes une maladie rare, mais néanmoins une 
maladie coûteuse, en termes de vies, d’économie et de temps (personnel de soins). 

c. Dégénérescence musculaire 

L’enfant pourra présenter un certain retard du développement moteur, la moitié des enfants 
atteints de cette maladie ne marchant pas avant l’âge de 18 mois (Gardner-Medwin, et al., 
1978), mais cela est commun à d’autres pathologies beaucoup plus communes et tous les 
parents ne vont pas nécessairement s’en inquiéter, pensant que chaque enfant évolue à 
une vitesse différente. Entre trois et six ans, on remarque une maladresse de l’enfant lors 
d’activités motrices ; il tombe souvent et arrive difficilement à courir. Apparaît également 
une hypertrophie des mollets. Le diagnostic est souvent posé durant cette période. Les 
muscles des épaules et du bassin sont les premiers touchés. Pour arriver à marcher, 
l’enfant se creuse le dos, il a tendance à marcher sur la pointe des pieds et à projeter ses 
épaules en arrière. Il éprouve aussi des difficultés à se relever. Entre 7 et 10 ans, il perd 
progressivement la capacité de se relever seul du sol, de monter les escaliers et de se 
relever d’une chaise. De plus, il chute souvent. La perte de la marche survient vers l’âge de 
10 ans ± 3 ans ; c’est alors que surviennent des difficultés à maintenir la station assise du 
fait de l’atteinte des muscles du tronc. 
A partir de ce moment, on peut définir quatre grandes altérations : les problèmes vitaux qui 
débutent vers l’âge de 11 ans par une forte altération des muscles respiratoires et du tronc, 
entrainant une perte de la capacité respiratoire. Ensuite, les problèmes cardiaques vont se 
traduire par une insuffisance cardiaque qui rend difficile la circulation sanguine et entraine 
des palpitations. Puis s‘ajouteront des problèmes nutritionnels liés aux difficultés à avaler 
et aux problèmes de déglutition (risque de fausse-route) dus à l’atteinte des muscles du 
tronc qui sont à l’origine d’une réduction de l’alimentation pouvant entrainer des carences 
nutritionnelles. L’enfant présente aussi de plus en plus de difficulté à porter la main à la 
bouche pour manger. Enfin, les problèmes orthopédiques se traduisent par des 
déformations articulaires, liées aux déséquilibres des forces musculaires. C’est ainsi que 
l’on peut observer une légère flexion de la tête vers l’arrière, compensée par une flexion du 
tronc vers l’avant, ou assister à une déformation de la mâchoire gênant la fermeture de la 
bouche et de la mastication. De plus, quand l’enfant est confiné dans un fauteuil roulant, 
certaines déformations ou rétractions apparaissent et une scoliose progressive survient 
chez 65% d’entre eux. C’est à ce moment-là que l’on peut avoir recours à la chirurgie 
orthopédique, en particulier l’arthrodèse du rachis pour permettre un meilleur maintient en 
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position assise et prévenir l’aggravation des troubles respiratoires. L’issue fatale de la DMD 
repose sur une atteinte des muscles respiratoires et cardiaques qui vont arrêter de 
fonctionner vers l’âge de 18 ans si aucun traitement n’est mis en œuvre (Van Ruiten et al., 
2016). Cependant, grâce aux progrès de la médecine, les patients peuvent maintenant 
espérer vivre jusqu’à 30 ans et plus (Eagle et al., 2002). Actuellement, aucun traitement 
curatif n’existe pour la myopathie de Duchenne. Des méthodes non-curatives visant à 
retarder l’évolution de la maladie peuvent être mises en œuvre, comme le décrit cette 
étude brésilienne (Rodrigues et al., 2009) qui démontre une amélioration respiratoire par la 
pratique du yoga, ou une autre étude (Bruggen et al., 2015) qui utilise le chewing-gum pour 
retarder l’atteinte des muscles masticateurs. Les deux traitements les plus reconnus et 
efficaces sont l’utilisation de la ventilation nocturne qui retarde de 6 ans l’âge du décès 
(Bruggen et al., 2015 ; Simonds et al., 1998), et les traitements à base de stéroïdes 
(glucocorticoïdes, Rutter et al., 2012) qui permettent de préserver les fonctions cardiaque 
et pulmonaire durant l’adolescence et retardent les formes sévères de scoliose. Les effets 
secondaires des stéroïdes, principalement des changements d’humeurs et une altération 
du comportement, commencent à être discutés dans la littérature (Dubowitz, 2013 ; Ricotti 
et al., 2013 ; Zatz et Pavanello, 2013) et restent la première cause d’abandon de ce 
traitement. De plus, l’impact des stéroïdes sur les processus cognitifs reste à préciser. En 
effet, les glucocorticoïdes endogènes régulent le métabolisme hippocampique (jouant un 
rôle majeur dans la mémoire et l’apprentissage) et semblent essentiels pour maintenir le 
fonctionnement cognitif dépendant du cortex préfrontal (notamment la mémoire de travail : 
Mizoguchi et al., 2004).  
 
De grands progrès ont été faient dans la compréhension des bases cellulaires et 
moléculaires de l’altération musculaire induite par l’absence de la dystrophine (Rahimov et 
Kunkel, 2013 pour une revue). A la lumière de ces découvertes, de nombreuses stratégies 
thérapeutiques sont développées dans des études précliniques sur des animaux modèles 
de cette pathologie, de la pharmacologie aux thérapies géniques et cellulaires, et quelques 
essais cliniques sont en cours (Wein et al., 2015). En revanche, très peu d’études, hormis 
celles effectuées dans notre laboratoire, ont envisagé des traitements qui pourraient 
corriger à la fois les altérations musculaires et cérébrales dans ce syndrome. Certaines 
approches spécifiques de thérapie génique offrent un espoir réaliste dans ce sens (e.g., 
Goyenvalle et al., 2015), mais la nature des atteintes cognitives et les mécanismes 
neurobiologiques sous-jacents sont encore mal compris, en partie du fait de l’étiologie 
complexe de ces troubles qui dépendent de plusieurs formes cérébrales de dystrophine. 

2. Des atteintes centrales non évolutives 

La dystrophine est largement exprimée dans le système nerveux, incluant les organes 
sensoriels, ce qui explique que le syndrome de DMD se caractérise également par une 
large collection d’altérations cérébrales (retard d’apprentissage de la lecture, altérations du 
langage, déficience intellectuelle, autisme ), qui rend aujourd’hui nécessaire d’envisager 
des thérapies, non plus ciblant exclusivement le muscle, mais également le cerveau. A vrai 
dire, il devient même de plus en plus important de réparer ces atteintes cérébrales, comme 
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l’espérance de vie des patients augmente régulièrement : il y a trente ans, les thérapies 
visaient des enfants, encadré par leurs parents. Aujourd’hui, la population DMD est 
hétérogène et se compose tout autant d’enfants que d’adultes en partie autonomes, 
possédant un appartement et un emploi (Abbott et al., 2012). Comprendre -et surtout 
identifier avec précision- la nature et l’origine de ces altérations centrales n’a pas qu’une 
visée thérapeutique pour améliorer la qualité de vie et la prise en charge des patients. En 
effet, depuis quelques années, ces marqueurs ont permis un dépistage toujours plus 
précoce de la maladie, avant même l’apparition des premiers signes musculaires. 

a. Précocité des troubles 

L’enfant atteint de dystrophie musculaire de Duchenne montre très peu de signes cliniques 
avant 3 ans, mais les diagnostics s’améliorent continuellement notamment par la détection 
précoce des troubles du développement cognitif et psychomoteur, caractéristiques de la 
maladie, à l’aide d’échelles spécifiques de mesure. Sans être identiques, ces différentes 
échelles tendent à mesurer des paramètres clefs du développement. L’annexe I (page 191) 
présente les sous-tests de l’échelle de Bayley, pour exemple. Elle s’intéresse à la 
cognition, au langage (expression et compréhension), à la fonction motrice (fine et 
globale), aux fonctions socio-affectives et au comportement général (questionnaires 
complétés par les parents). Une autre échelle utilisée est celle de Griffiths, dite échelle de 
développement, applicable de 0 à 8 ans et explorant six domaines (motricité, sociabilité-
autonomie, langage, intégration occulo-manuelle, performances et raisonnement pratique). 
Les résultats sont exprimés en âge de développement et en quotient de développement. 
Les échelles de Wechsler4 regroupent plusieurs versions du test selon les tranches d’âge : 
Le WPPSI (Wechsler Preschool and Primary Scale of Intelligence), destiné aux enfants 
d’âge préscolaire, le WISC (Wechsler Intelligent Scale for Children), étalonné pour des 
enfants jusqu’à 15 ans et le WAIS (Wechsler Adult Intelligence Scale) pour les grands 
adolescents et les adultes. Ces échelles vont donner trois scores : le Quotient Intellectuel 
complet, ou global (« Full Scale Intelligence Quotient », FSIQ, usuellement abrégé IQ ou QI 
en français), un quotient des capacités verbales (« Verbal Intelligence Quotient », VIQ) et 
un autre concernant les performances non verbales (« Performance Intelligence 
Quotient », ou PIQ, dépendant notamment des habiletés motrices5). Le FSIQ, le VIQ et le 
PIQ sont des scores composites basés sur divers tests. Le QI n’est pas fixe, son évaluation 
et sa notation sont régulièrement révisées et les scores ré-étalonnés en fonction de la 
population générale (voir annexe II, page 193, pour plus de détails). 
Chieffo et al. (2015) ont mis en évidence, sur des patients âgés de quatre ans et moins, 
qu’ils avaient un score inférieur à la population saine, en moyenne d’un écart-type, en 
utilisant l’échelle de Griffiths et le WPPSI. La forte corrélation entre ces deux résultats 

                                                   
4. De nombreuses échelles d’évaluation du quotient intellectuel existent en 2016, mais par la suite, nous 

utiliserons le terme « QI » afin de faire référence au quotient intellectuel complet donné par l’une des 

échelles de Wechsler, étant l’échelle majoritairement utilisée au cours des dernières décennies. 

5. Cette classification (VIQ, PIQ) s’applique de la première à la troisième révision des tests de Wechsler 

mais est à présent obsolète pour la quatrième révision de 2008. Par mesure de cohérence vis à vis de la 

bibliographie, les termes PIQ et VIQ seront conservés. 
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montre qu’avant même l’entrée à l’école, il est possible d’observer des altérations du 
fonctionnement cognitif chez les patients DMD. Cette étude vient aussi confirmer la 
présence d’une altération motrice, avant même la dégénérescence musculaire, appuyant le 
rôle de la dystrophine dans la coordination motrice, reposant sans doute sur le cervelet. 
Connolly et al. (2013), ont quant à eux réalisé leur étude sur des enfants dont l’âge est 
compris entre 1 mois et 36 mois. Ils utiliseront notamment l’échelle de Baylay, mais 
également d’autres échelles visant à quantifier l’émotivité et la mobilité générale de 
l’enfant. Ils retrouveront également des différences notables au niveau moteur, cognitif, 
ainsi qu’au niveau du langage et dans le développement social, comparativement à des 
enfants non myopathes. Ils rappellent que malgré la période d’amélioration motrice (durant 
les 6-7 premières années de vie, couramment appelée la « lune de miel »), on peut 
observer un retard dans cette acquisition par rapport à la population normale. En 2013, 
l’étude de Pane et al. vient renforcer cette hypothèse, montrant une altération cognitive 
déjà présente avant l’âge de 4 ans, et donc avant les premiers déficits moteurs chez les 
patients DMD. Mirski et Crawford (2014) ont effectué une méta-analyse sur 179 patients et 
ont trouvé une forte corrélation entre le retard de début de la marche (normalement vers 16 
mois) et les retards cognitifs.  
 
Les premières altérations cognitives sont donc présentes avant l’apparition des premiers 
symptômes musculaires et vont rester stables au cours de la vie, comme nous le verrons 
par la suite, en détaillant chaque aspect du phénotype cognitif des patients DMD. 

b. Des altérations sensorielles à préciser 

Un système sensoriel est une partie du système nerveux responsable de la sensation, 
regroupant les récepteurs sensoriels, les voies nerveuses et les parties du cerveau 
responsables du traitement de l’information sensorielle. On parle plus communément des 
cinq sens que sont la vision, l’odorat, le goût, l’ouïe et le toucher, mais notre perception 
s’avère beaucoup plus vaste, avec, par exemple, la nociception ou la thermoception. 
Nos systèmes sensoriels vont nous permettre d’interagir avec notre environnement et 
d’adapter notre comportement. Par exemple, en pleine journée, la perception du soleil est 
traitée par deux voies sensorielles : la vue qui est sensible à la lumière, mais également 
par nos thermorécepteurs cutanés qui vont rendre compte de la température extérieure.  
Lorsque ces mécanismes sont défectueux, c’est-à-dire qu’un individu à un défaut de 
détection, d’interprétation et/ou de réponse appropriée à un stimulus sensoriel, on parle 
d’altération des processus sensoriels (sensory proccessing disorder, ou SPD ; voir Koziol, 
et al. (2011) pour une revue). Un SPD suppose, bien évidemment, l’absence d’un handicap 
majeur des voies sensorielles, tel que peut l’être la surdité ou la cécité, mais englobe des 
maladies telles que la synesthésie, où au moins deux voies sensorielles forment des 
associations alors qu’elles ne sont normalement pas liées entre elles. La forme la plus 
commune reste l’hyper ou l’hyporéactivité en réponse à un stimulus auditif, visuel, tactile, 
oral ou olfactif. Les recherches sur le SPD sont de plus en plus nombreuses chez 
l’Homme, mais son diagnostic n’est toujours pas réalisé systématiquement, puisqu’il 
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n’apparaissait pas dans le DSM IV révisé6 de 2000 et n’a été que récemment intégrée au 
DSM V (sorti en mai 2013). 
A l’heure actuelle, seules des altérations de la neurotransmission rétinienne ont été 
montrées chez les patients DMD (Cibis et al., 1993 ; Fitzgerald et al., 1994, 1999). 
Caractérisées par une diminution d’une onde spécifique de l’électrorétinogramme lors de 
l’adaptation à la vision nocturne (Cibis et Fitzgerald, 2001), et par un dysfonctionnement 
des cônes percevant le rouge et le vert (Barboni et al., 2016), elles n’entrainent cependant 
pas d’altération majeure de la perception visuelle. Ricotti et al. (2015) démontrent que 
l’altération de l’ERG est plus grave quand la Dp71, une forme courte de dystrophine 
exprimée majoritairement dans le système nerveux central, est également mutée. En 
revanche, ceci suggère une perturbation de l’homéostasie ionique dans la rétine, peut-être 
en conséquence de l’altération du complexe associé à cette forme gliale de dystrophine 
impliquée dans l’ancrage des canaux potassiques et aqueux (Waite et al., 2009).  
De plus, des parents ont rapporté au Professeur Laura Case que leurs enfants présentent 
des caractéristiques de SPD. Certains enfants DMD sont hypersensibles à la stimulation 
tactile et se plaignent des coutures/plis de leurs chaussettes. D’autres vont être des 
mangeurs exigeants au regard des goûts, consistances ou textures des aliments. D’autres 
encore vont avoir du mal à contrôler leurs émotions ou supportent mal les environnements 
bruyants. Enfin, certains sont hyporéactifs et ne vont pas répondre lorsqu’on leur parle, ou 
vont chercher la stimulation en exerçant une activité excessive voire en sentant ou en 
mastiquant des objets (symptômes également présents dans le spectre autistique). Les 
résultats de ce groupe de travail ont été publiés par James Poysky (2007) qui rapporte 
également des cas de déficits attentionnels associés à une hyperactivité (attention deficit 
hyperactivity disorder, ADHD), ainsi que des troubles obsessionnels compulsifs (TOC). 

c. Une déficience intellectuelle 

En 2014, Vojinovic et al. ont mené une étude visant à quantifier l’impact des variants 
génétiques (nucléotidiques) du gène dmd sur la cognition d’une population saine. Ils 
concluent qu’il y a une relation entre ces variants mono-nucléotidiques et le fonctionnement 
cognitif, tout en précisant que d’autres études seront nécessaires pour réellement 
quantifier cet effet. C’est la première équipe à montrer que même au sein d’une population 
en bonne santé, des variations du gène de la dystrophine peuvent modifier les capacités 
cognitives. 
Cependant, dès 1861, le Dr. Duchenne écrivait en parlant des patients, qu’ils avaient « la 
parole tardive [et une] intelligence obtuse, quelquefois jusqu’à l’idiotie ». De nos jours, on 
parle plus volontiers de déficience intellectuelle (voir annexe II, page 193, pour plus de 
détails). Dans leur méta-analyse (1 146 patients issus de 32 études réalisées entre 1960 et 
1999), Cotton et al. (2001) estiment le QI moyen des patients à 80,2 (significativement 
différent de 100) avec un minimum à 14 et un maximum à 134. 34,8% ont un QI inférieur à 
70, et 28% ont un QI inférieur à 50. Il tranchera également sur un vieux débat : les patients 
ont-ils un QI verbal plus faible que le QI performance ? Cotton apportera cette réponse : le 

                                                   
6. Manuel diagnostique et statistique des troubles mentaux, ouvrage de référence publié par la Société 

Américaine de psychiatrie qui classifie et catégorise les critères de diagnostiques de troubles mentaux. 
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QI verbal est effectivement 5 points plus faible que le QI performance, mais au vu de sa 
meta-analyse, cette différence n’est pas cliniquement significative. Il rappellera la difficulté 
de comparer ces deux éléments au vu de la possible existence de sous-groupes (en 
fonction des mutations) pouvant expliquer l’hétérogénéité des scores, qui n’a pas été prise 
en compte. 
 
De nombreuses études démontrent que les scores au VIQ (mais également au PIQ et au 
FSIQ) restent stables au cours de la vie (Leibowitz et Dubowitz, 1981; Dorman et al., 1988; 
Chieffo et al., 2015), voire s’améliorent (Prosser et al., 1969; Miller, et al., 1985). Ceci sera 
confirmé par Cotton et al. (2005) qui ont réalisé une méta-analyse de toutes les études 
utilisant des scores aux PIQ, VIQ et FSIQ chez les patients DMD, et qui démontrent que 
ces scores restent stables (pour le PIQ et FSIQ) voire s’améliorent (pour le VIQ) au cours 
de la vie des patients, donc indépendamment de l’évolution de la dégénérescence 
musculaire. Plus récemment, Wingeier, et al. (2011) notent qu’il n’y a pas de déclin des 
fonctions cognitives avec l’âge, en utilisant une large batterie de tests cognitifs, ne se 
limitant pas à l’étude du quotient intellectuel. 
 
La myopathie de Duchenne, et par extension toutes les maladies handicapantes, posent 
toujours une question à laquelle il est difficile de répondre : L’atteinte musculaire entraine-t-
elle des altérations cognitives ou ces altérations sont-elles indépendantes du handicap 
moteur ? Dans des études comparant des enfants DMD (la majorité, en fauteuil roulant) à 
des enfants atteint d’amyotrophie spinale (SMA ; Billard et al., 1992) dont le phénotype 
moteur est encore plus prononcé, ou d’arthrite rhumatoïde juvénile (ARJ, Mento et al., 
2011), les auteurs montrent que les patients DMD ont des difficultés cognitives, 
contrairement aux patients SMA ou ARJ, démontrant que l’atteinte cognitive ne dépend 
pas de l’atteinte musculaire mais est un phénotype indépendant. 

d. Des difficultés académiques liées aux processus cognitifs et 
exécutifs 

Des études se sont intéressées aux capacités académiques des enfants DMD et ont 
notamment mis en évidence un retard d’acquisition de la lecture (Billard et al., 1998), ou 
encore la présence de dyslexie (Billard et al. 1998 ; Astrea et al., 2015). L’équipe de 
Lorusso et al. (2013) vont apporter des éléments précisant ces difficultés. Comme souvent, 
ils retrouvent une diminution du VIQ, du PIQ et du FSIQ, corrélée avec les difficultés de 
lecture qui se situeraient plus dans la vitesse que dans la précision. L’expression verbale 
est dans la norme, mais ils noteront une difficulté plus grande en ce qui concerne la 
compréhension syntaxique et grammaticale.  
Cependant, chez les patients DMD, c’est principalement la mémoire de travail –évaluée 
dans un des sous-tests du WISC– qui a été étudiée. Le déficit concerne tous les patients, 
quel que soit leur profil de mutation et indépendamment de la présence d’une déficience 
intellectuelle. Cette forme de mémoire, qui a pour fonction le stockage temporaire 
d’informations et leur traitement, semble limitée à 7 ± 2 éléments, ce que l’on nomme 
l’empan mnésique (mis en évidence par Ebbinghaus dès 1885 dans son livre Über das 
Gedächtni -littéralement « à propos de la mémoire »- traduit en anglais sous le titre 
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"Memory: A Contribution to Experimental Psychology"). Cowan (2001) précisera ce 
nombre, arguant qu’en réalité, l’empan mnésique est de 4 ± 1 items. La difficulté 
d’évaluation de cette mémoire repose sur sa place dans le circuit général de la mémoire : 
elle est au carrefour entre mémoire sensorielle et mémoire à long terme (Atkinson et 
Shiffrin, 1971), recevant et traitant les entrées sensorielles pour les maintenir 
temporairement via l’autorépétition. 
On ignore le fonctionnement exact de cette mémoire de travail, mais de nombreux modèles 
existent, le plus reconnu étant celui de Baddeley (1998, 2010) : 
Baddeley propose un modèle composé de trois sous-systèmes. Tout d’abord, la boucle 
phonologique qui est capable de retenir et manipuler les informations sous forme verbale, 
tandis que le calepin visuo-spatial est chargé des informations codées sous forme visuelle. 
Ces deux sous-systèmes sont coordonnés par un administrateur central qui assure un 
mécanisme attentionnel de contrôle, permettant l’intégration des informations et leur mise 
en relation avec les connaissances conservées en mémoire à long terme. Il ajoutera par la 
suite un quatrième sous-système, le tampon épisodique, qui permet le regroupement des 
informations (issues de la boucle phonologique, du calepin visuo-spatial et de la mémoire à 
long terme) avant leur intégration (RepovŠ et Baddeley, 2006). 
Baddeley suppose plusieurs prérequis : Premièrement, la mémoire de travail serait 
dépendante du vocabulaire (boucle phonologique) et donc des connaissances à long terme 
du sujet. Il serait donc possible de moduler et d’augmenter sa capacité en enrichissant son 
vocabulaire ou en effectuant des regroupements. Ensuite, le fonctionnement du calepin 
visuospatial suppose, quant à lui, une absence de déficit sensoriel visuel et, enfin, il ne doit 
pas exister d’altération des voies reliant la mémoire à long terme avec ces informations à 
court terme. 
Selon Baddeley, la mémoire de travail reposerait sur l’activation des cortex (pré)frontal, 
postérieur gauche, et inféro-temporal droit (pariétal et occipital). Actuellement, on inclut 
aussi le cervelet, le noyau latéral pontin et le thalamus (Desmond et al., 1997 ; Friedman et 
Miyake, 2016 pour une revue détaillée). 
 
L’équipe de V. Hinton a publié plusieurs études concernant la mémoire de travail verbale 
chez les patients DMD. Ces études sont importantes car elles ont contribué à une fracture 
entre les résultats cliniques et les résultats issus des modèles animaux de myopathies. En 
2000, son équipe va démontrer deux résultats essentiels : tous les patients atteints de 
DMD présentent des déficits de mémoire de travail verbale, en comparaison avec leurs 
frères et sœurs non affectés, et ce déficit est indépendant de la mutation. Ils expliquent que 
les patients n’ont pas de difficulté lorsqu’il s’agit uniquement de retenir l’information, mais 
présentent des déficits à partir du moment où un travail cognitif est à effectuer sur les 
informations. Ils concluront que les patients ont des problèmes d’attention et de 
mémorisation immédiate, spécifiquement au niveau de la boucle phonologique proposée 
dans le modèle de Baddeley (Hinton et al., 2000). Les bases d’un déficit de mémoire à 
court terme chez les patients, spécifiquement de la mémoire de travail, furent posées 
lorsque Hinton et al. expliquèrent que les déficits apparaissent quand la charge auditive 
augmente dans le Token Test. Trois ans plus tard, étudiant l’évolution académique des 
patients, ils nuanceront leurs résultats précédents, trouvant des altérations indépendantes 
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de la mémoire de travail. Leur étude conclut en insistant sur le fait que les problèmes 
majeurs sont liés à l’empan mnésique et à l’attention, plutôt qu’à la capacité de manipuler 
mentalement les informations (Hinton et al., 2004). L’équipe de Wicksell et al. (2004) a 
également démontré des déficits de mémoire à court terme, plutôt qu’à long terme, mais ils 
rappelleront les grandes problématiques qui se posent lors de l’étude des fonctions 
cognitives chez les patients DMD : Il est important de prendre en compte le type de 
mutation (et donc le nombre de dystrophines absentes), ainsi que le profil émotionnel, qui 
font varier les performances à ces tests. 
 
Il faudra attendre encore trois ans pour qu’on démontre la présence de déficits de 
mémorisation verbale, attribués à un empan mnésique réduit, mais ayant des répercutions 
à long terme (Hinton et al., 2007). L’année suivante, Cyrulnik et Hinton (2008) situeront la 
base neurobiologique de ces déficits au niveau du cervelet, s’appuyant sur des modèles 
issus d’études de la neuroimagerie. Ils rappelleront alors que ces résultats vont dans le 
même sens que ceux observés chez les modèles murins, ouvrant un début de 
réconciliation entre les cliniciens arguant des déficits de mémoire à court terme et les 
chercheurs qui ne trouvaient que des déficits de mémoire à long terme dans les modèles 
murins. L’étude de Lorusso et al. (2013) relève d’ailleurs également des problèmes de 
mémoire à long terme, plutôt qu’à court-terme / de travail, chez les patients, et met en 
évidence une corrélation entre le retard d’apprentissage de la lecture et le QI, mais pas 
avec les performances de mémoire de travail, suggérant une implication des processus de 
consolidation mnésique dépendant de l’hippocampe. 

e. Une plus forte incidence des troubles émotionnels 

Le concept d’émotion est débattu depuis des millénaires, les philosophes étant parmi les 
premiers à mener une analyse afin de décoder cette partie du comportement humain. 
Platon définira, quatre siècles avant notre ère, une structure tripartite de l’âme posant les 
bases d’une scission qui va perdurer entre émotion, motivation et cognition. Le Littré, 
dictionnaire paru à la fin du XIXème siècle, définit les émotions comme « un mouvement 
moral qui trouble et qui agite », considérant les émotions comme néfastes pour l’humain. 
Descartes perpétuera cette idée de dualisme, considérant les émotions comme une 
cognition confuse sans valeur. 
A l’inverse, à l’autre but du monde, vécut cinq siècle avant Jésus-Christ un dénommé 
Siddhārtha Gautama, au Népal. Il définit « 51 formations mentales », tantôt bénéfiques 
(l’équanimité, l’humilité, la vigilance ), tantôt néfastes (la colère, l’agitation, la 
distraction ). Son approche, à l’opposé de nos philosophies occidentales, est aujourd’hui 
utilisée dans de nombreuses thérapies comportementales des troubles émotionnels, telle 
que la méthode de réduction du stress (MBSR) portée par le Dr. John Kabat-Zinn en 
Amérique et le psychiatre Christophe André en France. 
A l’heure actuelle, aucun consensus tant sur les modèles théoriques que sur la définition 
des émotions n’existe. C’est la première difficulté pour un chercheur désirant étudier cette 
modalité, Kleinginna et Kleinginna (1981) ont ainsi répertorié dans la littérature plus de 92 
définitions différentes de l’émotion sur une période de 10 ans.  
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Cependant, depuis environ un siècle, les neurosciences ont postulé un modèle dit des 
théories cognitives. Une théorie particulièrement intéressante dans le cadre de ce travail 
est celle de Lazarus (Lazarus, 1991), pour qui la cognition est une condition nécessaire et 
suffisante aux émotions. Il développe une théorie relationnelle basée sur les concepts de 
l’évaluation cognitive (appraisal). Selon lui, les émotions seraient la résultante d’une 
interaction permanente entre le sujet et son environnement, la nature humaine voulant 
toujours tendre vers le bien-être personnel. Il insiste sur deux processus d’évaluation : 
Premièrement, l’évaluation de la pertinence d’un stimulus/évènement par rapport à son 
bien-être. Ensuite, notre capacité à faire face à un évènement affectant nos buts (coping). 
Ces évaluations sont flexibles, offrant des possibilités de révisions correctives en cours de 
route (reappraisal). 
Il est très important de prendre le temps de comprendre toute la difficulté de l’émotion. Elle 
va en effet être à la base de nos aptitudes à mémoriser les informations, mémoire qui, par 
la suite, permettra à un individu de se construire, et établira sa capacité d’apprentissage 
(Bower et al. 1981). 
 
Plusieurs auteurs ont tenté d’expliquer les déficits intellectuels observés chez les patients 
DMD par les aspects émotifs liés à cette maladie handicapante. Sollee et al. (1985) 
rapportent que les enfants DMD obtiennent de meilleurs scores à différentes épreuves 
neuropsychologiques à partir du moment où ils deviennent dépendants du fauteuil roulant 
électrique. Les parents ont observé que leurs enfants se montrent plus détendus et plus 
conscients de leur environnement, pouvant maintenant se déplacer d’un endroit à l’autre 
avec plus de facilité et moins de perte d’énergie. Dague et Temboury (1974) relèvent aussi 
une curiosité intellectuelle plus vive chez ceux se déplaçant en fauteuil. Les résultats des 
recherches de Leibowitz et Dubowitz (1981) vont dans le même sens lorsqu’ils rapportent 
plus de problèmes de comportement selon l’échelle de Rutter chez les jeunes patients que 
chez les plus âgés. Devant les difficultés d’abstraction et de pensée symbolique observées 
au WISC chez les enfants DMD, Benony (1986) donne une interprétation psychanalytique. 
Ces difficultés d’apprentissage révèleraient d’une incapacité à retenir l’information, les 
enfants restant figés par l’angoisse qui envahirait l’ensemble du fonctionnement cognitif. 
Cette interprétation est cependant soumise au doute, comme démontré dans l’étude de 
Fee et Hinton (2011), utilisant la Child Behavior Checklist (CBCL), qui est un test normalisé 
pour évaluer le comportement général de l’enfant. Dans cette étude, 84% des enfants 
DMD, bien qu’ils vivent avec cette maladie handicapante –et à terme fatale– ne sont pas 
considérés comme « à risque » pour les aspects psychosociaux. Les auteurs démontrent 
l’importance du soutien social, défini comme le nombre et la qualité des interactions, dans 
le processus de résilience7, et montrent que le niveau intellectuel de l’enfant est 
indépendant de son profil psychosocial. Ceci supporte le modèle de Lazarus, dans lequel 
les facteurs environnementaux vont essentiellement modifier la réponse émotionnelle de 
l’enfant. Fee et Hinton concluent en disant que si la résilience est une « adaptation positive 
à l’adversité », alors la nature quantifiable de l’adversité est moins importante pour l’enfant 
que son adaptation positive à l’adversité (résilience) exprimée. Pehler et Craft-Rosenberg 
                                                   
7. La résilience est définie comme « un processus dynamique englobant une adaptation positive au sein 

d’un contexte d’adversité majeur ». 
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(2009) ont mené une étude sur le rapport des enfants myopathes vis-à-vis du désir de ce 
qu’ils ne peuvent pas faire au quotidien. Il est intéressant de constater que la majorité ne 
vit pas cette impossibilité comme un manque, mais comme une partie de leur expérience 
de vie. Les auteurs ont choisi la relation des enfants à la religion, ou à la spiritualité comme 
point central de leur étude, mais ils finissent par exprimer la même conclusion que dans 
l’étude de Fee et Hinton (2011) : La connexion, qu’elle soit au travers des relations 
sociales, avec son soi intérieur, ou avec un Dieu, aide l’enfant à surmonter sa maladie et lui 
permet d’appréhender son quotidien de façon plus heureuse. Dans une étude plus récente, 
Pangalila et al. (2015) s’intéressent à la prévalence de la douleur, de la fatigue et de la 
dépression chez des enfants DMD. La majorité des patients note sa qualité de vie comme 
étant « bonne » ou « très bonne », même si tous avouent vivre de façon permanente avec 
la douleur et une fatigue certaine, et les symptômes de dépression sévère sont aussi 
fréquents que dans la population saine. Cependant, ils notent que les symptômes de 
dépression légère et modérée sont deux fois plus fréquents. Fitzpatrick et al. (1986) en 
revanche, trouverons un syndrome dépressif majeur chez leurs patients DMD. Ce que 
viendra confirmer Roccella et al. en 2003 qui trouvent des preuves d’isolement, de basse 
estime de soi, de marginalisation, de symptômes mineurs de dépression, de signes 
d’insécurité, d’hypochondrie et d’anxiété chez les DMD. Lu et al. (2016) trouvent de 
nombreuses altérations (capacités physiques, relations sociales) chez les patients DMD, 
mais mettent surtout en avant le rôle essentiel de l’environnement pour que les patients 
deviennent résilients. Les problèmes émotionnels sont également soulevés dans la récente 
étude de Ricotti et al. (2016), en particulier au niveau du comportement d’agression, de 
l’hyperactivité, de la conciliance et de l’anxiété. Cependant, même si Ricotti et al. notent 
une prévalence accrue d’anxiété, ce n’est pas le cas de Pangalila et al. (2015). La question 
n’est donc pas facile à trancher, même si la part environnementale (soutien) semble jouer 
un rôle crucial. C’est d’ailleurs l’objet de l’étude de Yamaguchi et Suzuki (2015) qui 
s’intéresse en particulier au rôle des parents dans ce soutien quotidien et à l’importance 
que revêt l’accompagnement des parents, qui sont eux aussi à risque, au vu de la difficulté 
de soutenir un enfant atteint d’une maladie fatale. Ils apportent des éléments intéressants 
concernant l’évolution du soutien parental lorsque les enfants DMD deviennent 
adolescents et adultes grâce au progrès médical.  
Le profil émotionnel des patients DMD est certes loin d’être similaire à celui de la 
population saine, cependant les cliniciens mettent réellement en avant l’importance du 
soutien psychosocial dans l’accompagnement quotidien, et la capacité que présente les 
malades à juger leur qualité de vie comme étant « bonne » à « très bonne », appuyant 
l’importance des facteurs environnementaux et du travail cognitif permettant d’être résilient 
face à cette situation pathologique. 
L’importance de ce soutien, essentiel pour la qualité de vie des patients, biaise cependant 
les études. Il est impossible pour un clinicien de savoir si les troubles émotionnels sont 
spécifiques, c’est à dire liés à la perte de la dystrophine dans le cerveau, ou purement 
sociétaux, donc dépendants des facteurs familiaux, environnementaux ou liés au handicap. 
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f. Des troubles neuropsychiatriques 

De nombreuses études suggèrent que le profil neurocomportemental des enfants DMD 
inclut des altérations du comportement social. L’équipe de Komoto (1984) est la première à 
décrire le cas d’un enfant DMD qui sera diagnostiqué autiste par la suite. Une étude plus 
récente et complète, celle de Wu et al. (2005) note, sur 158 patients, une comorbidité plus 
élevé entre DMD et autisme (3.8%) que dans une population saine. Hendriksen et Vles 
(2008) viendront appuyer cette affirmation, trouvant une comorbidité de 3.1% dans une 
cohorte de 351 patients. On retrouvera également quelques pistes du lien entre autisme et 
dystrophie dans les études de Hinton et al. (2007) qui montrent que les patients ont un 
léger déficit dans la reconnaissance des expressions faciales, suggérant des perturbations 
en relation avec la théorie de l’esprit. Cette étude fait suite à celle de 2006 où ils montraient 
que 20% des patients excèdent le score requis pour le diagnostic de l’autisme, basé sur 
l’Autisme Diagnostic Interview (ADI, version révisée en 1994 par Lord et al., qui est un 
questionnaire d’environ 2h30 à destination des parents). Banihani et al. (2015) ont utilisé 
l’ADOS (Autism Diagnostic Observation Schedule), qui dure environ 2h30, et les critères du 
DSM, pour diagnostiquer les troubles du spectre de l’autisme. Ils trouvent une incidence de 
15%, précisant que majoritairement, l’autisme n’est pas associé à une déficience 
intellectuelle. Un point litigieux reste cependant présent : le diagnostic de l’autisme se 
réalise usuellement à minima en combinant les résultats de l’ADI et de l’ADOS, ce 
qu’aucune étude n’a réalisé. Un autre moyen de diagnostiquer l’autisme est d’utiliser le 3Di 
(Developmental, Dimensional and Diagnostic Interview), d’une durée d’environ 45min, ce 
qu’ont réalisé Ricotti et al. (2016) qui trouvent une incidence de 21%. Ils relèvent 
également le manque de données utilisant de concert l’ADI et l’ADOS et préviennent de la 
surestimation possible de l’incidence de l’autisme avec le 3Di. En France, dans les CRA 
(Centre Ressource Autisme), l’autisme est diagnostiqué par une équipe multidisciplinaire 
dont les entretiens s’échelonnent sur un minimum de 3 demi-journées comprenant l’ADI, 
l’ADOS, un test de QI (comme le WPPSI ou le WISC) et une multitude d'autres tests 
psychomoteurs. Cependant, bien qu’incomplètes, les données de Hinton, Banihani et 
Ricotti ne laissent d’ores et déjà aucun doute quant à l’association entre l’altération de la 
dystrophine et l’autisme.  
La dystrophine étant en interaction avec des protéines impliquées dans les désordres du 
spectre autistique, comme les neuroligines (Reissner et al., 2013), les neurexines, les 
récepteurs du GABA et du glutamate, la protéine adaptatrice PSD95 (par exemple, voir 
Chen et al., 2014 ; pour une revue), cela renforce l’hypothèse d’un lien entre l’absence ou 
l’altération (dans le cas de la myopathie de Becker, voir Young et al., 2008) de la 
dystrophine et le syndrome autistique. Ces données moléculaires suggèrent une altération 
des mécanismes neurobiologiques et notamment synaptiques, qui sont généralement 
associés aux désordres du spectre autistique et à leur comorbidité avec la déficience 
intellectuelle (Belmonte et Bourgeron, 2006). L’hypothèse d’un lien avec une altération des 
réponses émotionnelles et/ou des fonctions exécutives a aussi été soulevée dans une 
récente publication de notre équipe (Miranda et al., 2015), ce qui semble cohérent avec les 
modèles neurocognitifs associés à l’autisme (Hill, 2004 ; 2004 ; Lartseva et al., 2014 ; Craig 
et al., 2016). Les modèles animaux, pour lesquels les facteurs génétiques et 
environnementaux peuvent être relativement bien plus contrôlés, pourraient donc apporter 
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des éléments de réponse plus objectifs sur le rôle des dystrophines dans ces 
manifestations cliniques. 
 
L’autisme n’est pas le seul trouble neuropsychiatrique dont la comorbidité avec la DMD est 
plus élevée. Hendriksen et Vles (2008) notent une augmentation des troubles déficitaires 
de l’attention avec ou sans hyperactivité (TDA/H, 11.7%) ainsi que des troubles 
obsessionnels compulsifs (TOC, 4.8%) en précisant que le traitement aux corticostéroïde 
ne serait pas impliqué, contrairement aux déficits de mémoire de travail qui pourraient être 
en partie influencés par le traitement. Ceci est confirmé par les études de Ricotti et al. 
(2016) qui trouvent une incidence d’TDA/H de 32% et de Banihani et al. (2015), qui 
trouvent la même incidence d’ADHD et de TOC (5%). Ricotti et al. (2016) et qui concluent 
une partie de leur étude en avançant que la comorbidité entre autisme, TDA/H et DMD a 
été sous-diagnostiquée jusqu’à présent, ce qui est un gros problème. 

3. Une variabilité phénotypique liée à la complexité du gène 
dmd 

a. Plusieurs promoteurs, plusieurs formes de dystrophines 

L’histoire de la myopathie du Duchenne a pris une nouvelle tournure en 1988 lorsque 
Koenig et al. ont publié la séquence complète du gène dmd, qui contient 2,4 mégabases 
d’ADN, soit environ 1% du chromosome X. La partie codante (environ 14 kilobases) 
contient 79 exons séparés par des introns pouvant atteindre 200 kb et seulement 0,6% du 
gène code pour la dystrophine. A cette époque, comme l’ont souligné Perronnet et Vaillend 
(2010) « nous étions bien loin de soupçonner un rôle pour la dystrophine dans une variété 
de tissus incluant le système nerveux central8 ».  
A l’heure actuelle, nous connaissons parfaitement la structure des séquences codantes du 
gène dmd (Figure 3 – Différents produits du gène dmd, ci-dessous). La présence de 
plusieurs promoteurs internes au gène -entrainant l’expression de dystrophines de 
longueur variable- dévoile qu’à présent, nous devons parler des dystrophines et non plus 
de la dystrophine. Ces différentes formes sont probablement à la base de la variabilité des 
altérations cognitives observées chez les patients. Leur profil d’expression allant du muscle 
au système nerveux central pose de nouvelles questions (voir le chapitre II : Les 
dystrophines et leurs partenaires, page 42). 
 

                                                   
8. En anglais dans le texte original : « ...we were far from expecting a role for this protein in a variety of 

tissues including the central nervous system (CNS) ». 



Rémi Chaussenot  35 

 

Figure 3 – Différents produits du gène dmd 

 

Vue la structure du gène, une mutation perturbant le cadre de lecture (codon STOP, 
délétion) mais située avant l’intron 29 entrainera la perte de la forme longue de la 
dystrophine, mais pas celle des autres formes, plus courtes, puisque leur transcription est 
initiée au niveau de promoteurs qui sont en aval de cet intron. Au contraire, les mutations 
localisées en aval de l’intron 62 peuvent affecter l’ensemble des dystrophines. L’absence 
de la Dp427 est le point commun à tous les patients DMD. La Dp427 est la forme exprimée 
dans le muscle squelettique et sa perte est responsable de la myopathie. La myopathie de 
Becker, forme moins sévère de myopathie, repose sur la perte partielle de la Dp427 ou 
l’expression d’une forme tronquée de la protéine. 
 
Les deux tableaux présents en annexe III (page 195) reviennent en détail sur les domaines 
fonctionnels de la dystrophine et sur les différents produits du gène dmd. 

b. Impact de la perte des dystrophines sur les capacités 
intellectuelles 

Dès les années 90, les études comportementales en laboratoire sur des modèles animaux 
de la myopathie de Duchenne se basent sur une connaissance précise de la ou des 
dystrophines mutées. En revanche, les études cliniques ont fréquemment été effectuées 
sur des cohortes de patients susceptibles de présenter des génotypes très variables et les 
relations génotype-phénotype ne sont pas encore clairement étudiées. Historiquement, 
c’est l’association entre le quotient intellectuel et le génotype qui a été étudié. Lindlöf et al. 

Le trait noir représente autant le gène dmd que ses introns, tandis que les barres bleues verticales 
correspondent à la partie codante (exons). Les flèches représentent les promoteurs internes. Trois 
génèrent la forme longue, dite « complète » de la dystrophine (Dp427, pour dystrophin protein of 427 kDa) 
et vont entrainer son expression dans différents tissus (B : brain, M : muscle, P : cellules de Purkinje), les 
quatre autres vont permettre l’expression de dystrophines plus courtes : Dp260, Dp140, Dp116, Dp71 et 
Dp40. La dystrophine se compose de 4 domaines : amino-terminal (NT), central, riche en cystéine (CR) et 
terminal (CT). Le domaine central comprend 24 triples hélices de type spectrine (boites contenant les 
nombres, en blanc celles chargées positivement, en jaune, négativement) et de quatre domaines 
charnières riches en résidus proline (H1 à H4). Excepté pour la Dp140, chaque dystrophine possède un 
unique N-terminal non présent dans la forme complète (McGreevy, et al., 2015). 
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(1989) sont les premiers à remarquer que la fréquence de déficience intellectuelle semble 
augmentée lorsque la mutation est présente dans la deuxième partie du gène de la 
dystrophine. Mais la résolution de leur technique -à base d’enzyme de restriction HindlII- ne 
leur permet pas d’être plus précis. D’autres études (Covone et al., 1991 ; Hodgson et al., 
1992 ; Nicholson et al., 1993 ; Bresolin et al., 1994 ; Bushby et al., 1995) conduiront à la 
même conclusion, bien que tous les auteurs restent prudents, concluant qu’il peut y avoir, 
ou non, déficience intellectuelle, lorsque la seconde partie du gène est délétée. Au vu des 
connaissances actuelles, ce qu’ils appellent « deuxième partie du gène » (les huit derniers 
kilobases de l’ARNm de la Dp427) pourraient correspondre à la perte d’expression de la 
Dp140, Dp116 et Dp71 (voir Annexe 3 : Du gène à la protéine, page 195). C’est en 1991 
que deux études viennent apporter des éléments importants au débat. Den Dunnen et al. 
(1991) mettent en évidence que la forme longue de la dystrophine est compatible avec une 
cognition normale (confirmé par Rapaport et al. en 1992) tandis que Rapaport et al. (1991) 
relèvent une apparente association entre la déficience intellectuelle et la délétion de l’exon 
52. Dans les années suivantes, Roberts et al. (1992), Lenk et al. (1993) et Tuffery et al. 
(1995) vont identifier des mutations ponctuelles touchant la partie distale du gène de la 
dystrophine des patients DMD atteint de déficience intellectuelle. Ces études pionnières 
suggèrent que cette séquence du gène serait impliquée dans la genèse de la déficience 
intellectuelle. A cette époque, la forme courte de la dystrophine n’a été découverte que 
trois ans auparavant, mais Rapaport pose déjà l’hypothèse, dans son étude de 1991, que 
c’est une dystrophine courte (Dp140 ou Dp71) qui pourrait être à la base des altérations 
intellectuelles. Cette hypothèse est d’autant plus crédible que la Dp71 possède un 
promoteur entre les exons 62 et 63 tandis que la Dp140 possède son site d’initiation dans 
l’exon 51. En 1998, Moizard et al. (1998) relèvent le manque d’études ayant collectées à la 
fois des données moléculaires -profil individuel de mutation- et des données 
neuropsychologiques sur les patients DMD et publient un article visant à répondre à une 
question non résolue durant cette décennie : la Dp71 et la Dp140 sont-elles impliquées 
dans la déficience cognitive observée chez les patients DMD ? Retrouvant à la fois la 
baisse généralisée du QI chez les patients myopathes (Emery et al., 2015, mais 
initialement décrite dans l’édition de 1992) et une altération marquée dans les tâches 
verbales (Billard et al., 1992 ; Bresolin et al., 1994), ils montrent qu’il n’y a pas de relation 
simple entre les altérations cognitives et la localisation de la mutation dans le gène dmd. 
Malgré cette absence de simplicité, leur conclusion est claire : les mutations dans la partie 
distale du gène tendent à être plus souvent associées avec une déficience intellectuelle 
que celles dans la partie proximale. Ils établissent trois grandes hypothèses : (1) L’absence 
de la forme longue de la dystrophine affecte variablement la cognition (den Dunnen et al., 
1991 ; Rapaport et al., 1992), (2) Les mutations affectant la forme longue et la Dp140 sont 
associées à des altérations cognitives et (3) Les mutations affectant toutes les 
dystrophines -incluant la Dp71- sont associées à des retards mentaux sévères. Ils vérifient 
cette dernière hypothèse deux ans plus tard (Moizard et al., 2000). La même année deux 
études viendront confirmer le rôle de la Dp140 dans le fonctionnement cognitif des patients 
DMD (Bardoni et al., 2000 ; Felisari et al., 2000), mais également chez les patients atteints 
de myopathie de Becker, dont le profil cognitif est tout autant altéré par la perte de la 
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Dp140 (Bardoni, et al., 1999). Les années 1990 furent une décennie cruciale dans l’étude 
du lien entre mutations et déficience intellectuelle.  
 
Au cours des années suivantes, moins d’études vont s’y intéresser, ou alors uniquement 
pour confirmer ce qui a été précédemment observé (Giliberto et al., 2004). Cette décennie 
calme ne signifie pas pour autant l’absence de travaux sur le sujet. Les progrès, à la fois 
en biologie moléculaire et dans les diagnostics cliniques, vont permettre l’émergence d’une 
nouvelle littérature, précisant d’autant plus ces relations génotype-phénotype.  
 
Après un suivi de plus de dix ans (entre 1990 et 2000) par la même équipe médicale 
collectant systématiquement des données deux fois par an, Desguerre et al. ont publié, en 
2009, une étude très riche sur l’hétérogénéité clinique des patients DMD, définissant 
précisément quatre sous-phénotypes permettant d’établir des critères prédictifs de 
l’évolution de la maladie. Le phénotype moteur (classifié de « médiocre » à « très 
médiocre ») est indépendant de la localisation de la mutation (tous les patients DMD ayant 
perdu la Dp427), contrairement au phénotype cognitif (classifié « normal » à « très 
médiocre ») qui est corrélé avec la nature des dystrophines mutées. Il est en revanche 
impossible d’établir une relation simple entre le génotype et le phénotype cognitif, comme 
le notait déjà Moizard et al. dix ans plus tôt. En effet, lorsque toutes les dystrophines sont 
mutées (mutation après l’exon 63), la présence de déficience intellectuelle est certaine, 
mais en revanche, dans le groupe ayant perdu uniquement la forme complète, le 
fonctionnement cognitif varie de normal à médiocre. Les auteurs ne donnent aucune 
explication à cette variabilité, cependant nous aborderons dans le II (à partir de la page 
42), la richesse des profils d’expressions, épissages post-transcriptionnels et interactions 
avec d’autres protéines des dystrophines, qui pourraient probablement expliquer que la 
variabilité du fond génétique des individus puissent donner lieu à cette hétérogénéité 
phénotypique. En Juillet de la même année, Daoud et al. se focalisent sur le rôle de la 
Dp71 dans la sévérité de ce retard mental. Ils trouvent que tous les patients ayant une 
mutation affectant la Dp71 présente une déficience intellectuelle, alors que ceux dont 
toutes les dystrophines sont mutées, à l’exception de la Dp71, présentent une cognition 
plus variable, à l’image de l’étude de Desguerre et al. (2009). De plus, ils ne se focalisent 
pas uniquement sur la myopathie de Duchenne, mais également sur la myopathie de 
Becker où les patients possédant une mutation affectant la Dp71, présentent également 
une déficience intellectuelle. Ils concluent leur étude en suggérant que les mutations 
touchant la Dp427 n’entraine pas toujours une altération cognitive et que la perte de la 
Dp140, serait un facteur de susceptibilité de déficience intellectuelle.  
 
L’année suivante, Taylor et al. (2010) publient une étude encore plus détaillée, reliant le 
quotient intellectuel complet (FSIQ) aux formes de dystrophines mutées, venant confirmer 
encore plus l’existence de ce lien génotype-phénotype. Pour les patients avec des 
mutations avant l’exon 30 (perte de la Dp427 seulement), le FSIQ moyen est de 93, pour 
les patients ayant des mutations entre les exons 46 à 79 (perte de la Dp140 et/ou Dp71), le 
FSIQ moyen est de 74. 
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Figure 4 - Effet de la perte cumulative des dystrophines sur le FSIQ 

 

Wingeier et al. (2011) confirment les altérations cognitives associées à la perte de la 
Dp140, ce qui sera confirmé par Rasic et al. (2014) dans une étude similaire mais plus 
précise sur le rôle de la région 5’ UTR de la Dp140 (Dp140utr). Cette séquence est 
intéressante car très longue (elle s’étend des exons 45 à 50), mais il est très difficile de 
savoir si elle va où non impacter l’expression de la Dp140. Une façon de faire est donc de 
comparer le FSIQ des patients qui ont perdu cette région régulatrice par rapport à ceux 
présentant des mutations au sein de la séquence codante pour la Dp140 (Dp140pc). Là où 
Taylor et al. (2010) ne trouvent qu’une faible participation de la perte de la région 5’ UTR 
de la Dp140, Rasic et al. (2014) vont trouver un FSIQ significativement plus faible lorsque 
la mutation se trouve au sein de la séquence codante pour la Dp140 (FSIQ : Dp140utr : 
93,86 vs Dp140pc : 78,33), ainsi que Chamova et al. (2013) (FSIQ : Dp140utr : 90,31 vs 
Dp140pc : 78,88). 
 
Banihani et al., 2015 ont réalisé une étude très détaillée du FSIQ en fonction des mutations 
des patients DMD. 

Représentation de la valeur du FSIQ (en ordonnée) par rapport aux dystrophines affectées (en abscisse). 
La perte étant cumulative, le premier groupe est déficient uniquement en Dp427, le troisième en Dp427, 
Dp260 et Dp140 et ainsi de suite. Les auteurs ont également regardé l’impact de la perte du 5’ UTR (une 
séquence régulatrice) de la Dp140 (Dp140utr, second groupe). Cercle : valeur individuelle par patient, 
ligne verticale : ± 1 déviation standard à la moyenne, boite : intervalle de confiance à 95%, barre 
horizontale : médiane (Taylor et al., 2010). 
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Figure 5 - FSIQ en fonction des dystrophines affectées. 

 

Cette figure est très intéressante car elle montre la variabilité du FSIQ chez les patients 
DMD (groupe de droite) ainsi que chez les sous-groupes de patients ayant une Dp427 
et/ou 260 mutées. En revanche, la perte de Dp140 et/ou Dp71 impacte clairement le FSIQ. 

c. Autres troubles comportementaux 

Les études pionnières ci-dessus, liant quotient intellectuel et mutations sont aujourd’hui 
largement confirmées, particulièrement par les études que nous allons détailler ci-après. 
 
Magri et al. (2011) ont étudié une large cohorte de 320 patients et décris de très nombreux 
paramètres concernant les relations génotype-phénotype. Se focalisant sur la nature de la 
mutation (délétion, duplication ou mutation ponctuelle) et sur sa localisation (proximale ou 
distale -après l’exon 45-), ils ne trouvent aucun lien entre l’âge de perte de la marche, le 
taux circulant de créatine kinase, la fonction pulmonaire et cardiaque en fonction des 
mutations chez les patients DMD. Comme attendu, si la mutation vient à interrompre 
l’expression de la Dp140 et de la Dp71, le FSIQ est significativement plus faible. Chez les 
DMD, qui ont perdu totalement la forme longue de la dystrophine, seul l’âge est un facteur 
d’intérêt concernant l’évolution de la maladie musculaire. En revanche, ils montrent que 
chez les patients BMD, la nature et la position de la mutation va influer sur beaucoup de 
paramètres biologiques (âge de perte de la marche, taux circulant de créatine kinase, 
fonction pulmonaire et cardiaque). Ils soulignent également l’importance de connaître avec 

La perte étant cumulative, le premier groupe est uniquement déficient en Dp427, le troisième en Dp427, 
Dp260 et Dp140 et ainsi de suite. Les lignes horizontales représentent la médiane. Pour le groupe incluant 
tous les patients (à droite), la boite grisée inclue du premier au troisième quartile (Banihani et al., 2015). 
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précision l’altération génétique de chaque patient dans le cadre des thérapies, notamment 
géniques. 
 
La même année, une étude va s’intéresser au profil neurocognitif des patients DMD 
(D'Angelo et al., 2011). Sans surprise, ils confirment la relation génotype-phénotype 
concernant la déficience intellectuelle. Plus précisément, ils notent que les patients 
présentant une mutation dans la partie distale du gène présentent de plus grands déficits 
dans les tâches verbales de mémoire à court et à long terme, de mémoire visuelle, dans 
l’organisation visuospatiale, dans l’analyse séquentielle et possiblement dans des tâches 
de mémoire de travail. Les patients présentant une mutation dans la partie proximale du 
gène, en revanche, expriment des difficultés dans le jugement social et la compréhension 
critique de phrases, déficits aussi observés chez des patients autistes, ainsi que dans des 
tâches d’attention visuelle. Ils vont étudier de façon plus précise que Billard et al. (1998) la 
relation entre la position de la mutation et les performances en lecture. Ils montrent que (1) 
les problèmes de lecture sont rencontrés chez tous les patients et reposeraient donc sur la 
fonction de la Dp427, mais semblent cependant avoir une cause différente en fonction de 
la mutation ; (2) si la mutation est dans la partie proximale du gène : les problèmes de 
lecture ne sont pas liés à une altération de la mémoire de travail ou de l'attention auditive, 
mais à l’altération de la mémoire visuelle et des processus cognitifs complexes (résolution 
de problèmes, compréhension) liés au langage (compétences lexicale et phonologique, 
syntaxe ) ; (3) si la mutation est dans la partie distale du gène : les problèmes de lecture 
sont liés à la mémoire à long-terme et aux capacités d’apprentissage et d'organisation 
(logique ou séquentielle) des idées. Comme beaucoup d’auteurs avant eux, ils notent la 
complexité de tracer des liens directs entre génotype et phénotypes cognitifs, ayant dans 
leur cohorte un patient ayant perdu toutes les dystrophines (Dp140 et Dp71 incluent) qui ne 
présente pas de retard mental ou d’altération du QI verbal. 
Nous avons vu précédemment que Wu et al. (2005) note, sur 158 patients, une 
comorbidité plus élevé entre DMD et autisme (3,8%) que dans une population saine, mais 
ils mettent également en évidence que sur les 8 patients présentant une mutation de la 
Dp140, 5 présentent un spectre autistique, ce qui représente une incidence de 62,5%. 
Egalement, Taylor et al. (2010) ne se limitent pas à l’étude du FSIQ, mais précisent que les 
mutations affectant la partie distale du gène entraine un risque plus élevé de troubles 
comme l’ADHD, phénotype qui sera plus détaillé par Pane et al. (2012), qui révèlent que le 
risque d’ADHD est plus important lorsque la mutation affecte la Dp140 ou la Dp71. 

 

Figure 6 – Incidence de ADHD en fonction de la mutation 

 

Pane et al. (2012) dissocient les groupes de patients DMD en fonction de la déficience intellectuelle (DI) et 
de la présence ou non d’ADHD. Cette figure est adaptée de leur article et présente les deux groupes 
rassemblés. 
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Une autre équipe (Banihani et al., 2015) relève également que la mutation de la Dp140 
et/ou de la Dp71 entraine un risque accru de problème de lecture, d’ADHD et d’autisme 
chez les patients. L’étude de Ricotti et al. (2016) a déjà été présentée à plusieurs reprises 
dans ce manuscrit, car elle aborde tout autant le quotient intellectuel, l’autisme, le TDA/H, 
ou encore les problèmes émotionnels chez les patients DMD. Mais au-delà de ce large 
spectre cognitif, il faut à présent mettre en lumière le point crucial de l’étude : tous ces 
paramètres ont été analysés en prenant en compte la localisation de la mutation, par 
rapport à l’exon 30 (Dp427 mutée), entre les exons 31 à 62 (+ Dp260, Dp140 et Dp116 
mutées) et au-delà de l’exon 63 (+Dp71 mutée). Naturellement, ils retrouvent l’impact d’une 
mutation au-delà de l’exon 63 avec l’aggravation de la déficience intellectuelle. Ce type de 
mutation aggrave le score au SCDC, un questionnaire visant à évaluer les compétences en 
communication et le comportement social. Le SCDC est généralement considéré comme 
une première étape possible au diagnostic de l’autisme, ne durant qu’une dizaine de 
minutes, avant d’envisager des tests plus poussés comme l’ADI-R, l’ADOS ou le 3Di (voir 
plus haut). La perte de la Dp71 semble aussi avoir un impact particulier sur l’index de 
mémoire de travail (un sous-indice du WISC-IV). Par contraste, ces auteurs trouvent que 
les altérations émotionnelles sont uniformément réparties dans les sous-groupes, et que la 
perte de la Dp427 est suffisante pour induire des déficits cognitifs (déficience intellectuelle, 
mémoire de travail) et neurocomportementaux (hyperactivité, autisme). 

d. Conclusion 

Devant cette relation, plus que robuste, entre la perte des dystrophines cérébrales et les 
troubles intellectuels et neuropsychiatriques, la question de connaître précisément le profil 
d’expression de chaque dystrophine et de leurs partenaires d’interaction s’est posée. Il est 
connu que les différentes dystrophines n’ont pas les mêmes profils d’expression aux 
niveaux tissulaire et cellulaire, ni les mêmes partenaires, ce qui pourrait expliquer cette 
variabilité de symptômes dépendante de chaque forme susceptible d’être impliquée dans 
des mécanismes cérébraux et cognitifs différents.  
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II. Les dystrophines et leurs partenaires 

Les altérations cognitives observées chez les patients, tantôt légères comme soulevé par 
E. Meryon (Emery et Emery, 2011) ou à l’inverse, plus marquées (comme décrites par le 
Dr. Duchenne, 1868) soulèvent l’hypothèse d’une altération au sein du système nerveux 
central, reposant probablement sur différentes dystrophines, qui vont être affectées, ou 
non, en fonction de la position de la mutation dans le gène dmd. 

1. La famille des dystrophines 

Les dystrophines sont des protéines participant à l’architecture de la cellule, faisant le lien 
entre le cytosquelette d'actine, la membrane plasmique par l’intermédiaire de protéines 
transmembranaires en interaction avec des protéines de la matrice extracellulaire. 
 

 

Figure 7 - Représentation schématique de la dystrophine et du complexe glycoprotéique associé 
aux dystrophines (dystrophin glycoprotein complex, DGC) dans le muscle squelettique. 

 

Il faut envisager à présent la myopathie de Duchenne comme une maladie multi-protéique, 
où chaque forme de dystrophine va avoir son propre profil d’expression dans différents 
tissus et/ou types cellulaires, différents partenaires d’interaction en fonction de sa 
localisation et différentes fonctions. 

La nomenclature pour la dystrophine est la même que celle de la Figure 3 (page 35). La dystrophine 
possède deux domaines d’interaction à l’actine en NT (exons 2-8) et aux hélices 11-15 (exons 32-41). Les 
hélices 1-3 (exons 10-16) interagissent avec la membrane plasmique, 16-17 (exons 42-45) avec l’oxyde 
nitrique synthase neuronale et 20-23 (exons 51-57) avec les microtubules. H4 (exons 61-64) et CR (exons 
64-70) vont lier la sous unité β du dystroglycane. Enfin, le domaine CT (exons 70-79) interagit avec la 
syntrophine et la dystrobrevine. Les sarcoglycanes et le sarcospane ne vont pas interagir directement 
avec la dystrophine mais vont renforcer le complexe (D’après McGreevy et al., 2015 ; 
http://www.dmd.nl/DMD_home.html#protein). 
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a. La dystrophine complète ou Dp427  

La dystrophine ou Dp427 est une protéine de 427 kDa, dont la partie carboxy-terminale 
non traduite (3’-UTR, jouant un rôle important dans la régulation de l’expression de la 
protéine) est très bien conservée entre les espèces (Lemaire et al., 1988). Koenig et al., en 
1988, constatent que la séquence en acides aminés suppose une protéine de forme 
allongée, faisant partie du cytosquelette et associée à la membrane. Elle est composée de 
4 domaines. 
Trois domaines sont des homologues présents dans de nombreuses protéines du 
cytosquelette qui se lient à l’actine : le domaine amino-terminal (246 acides aminés) 
contient un module homologue à la calponine qui forme le domaine fonctionnel de liaison à 
l’actine. Le plus grand domaine (2 840 acides aminés) contient 24 triples hélices de type 
spectrine entrecoupées de quatre domaines charnières riches en résidus proline qui 
donnent à la dystrophine une forme flexible et allongée. Il est lui aussi capable de se lier à 
l’actine mais avec une plus forte affinité que le premier. Comme la délétion de cette région, 
lorsque le cadre de lecture reste préservé, conduit souvent à un profil clinique sain ou très 
modéré (myopathie de Becker), il est parfois simplement considéré comme un domaine 
intermédiaire entre le site de liaison à l’actine et le site riche en cystéine qui est le troisième 
domaine. Initialement nommé « domaine riche en cystéine » (280 acides aminés), ce 

troisième domaine code pour deux mains EF (permettant la liaison d’un ion Ca
2+

) liés par 
des domaines WW (domaine d’interaction protéine-protéine contenant deux résidus 
tryptophane) et ZZ (domaine en doigt de zinc qui stabilise le domaine WW et les poignées 
EF et qui renforce l’interaction entre la dystrophine et le β-dystroglycane). Enfin, le 
domaine carboxy-terminal unique à la dystrophine et de structure proche de la 
dystrobrevine lui permet de se lier aux protéines cytoplasmiques telles que les 
dystrobrévines et les syntrophines. Ce domaine est donc essentiel à la liaison de la 
dystrophine à son complexe associé. Il existe, de plus, trois promoteurs internes qui 
régulent l’expression de dystrophines en fonction du tissu (cerveau, muscle ou cellules de 
Purkinje du cervelet ; Ervasti, 2007). 
De nombreux sites de phosphorylation ont été identifiés au sein de la dystrophine, 
suggérant une régulation des sites de liaison à l’actine par des protéines endogènes telles 
que les protéines kinases A et C, la calmoduline II (CamKII) et la caséine II (CKII), tandis 
que les interactions avec le complexe associé aux dystrophines et les protéines de 
signalisation pourraient être modulées par CamKII, CKII, MAPK, cdc2 et GSK-3.  
La dystrophine s’exprime à la membrane cellulaire dans le muscle squelettique mais est 
absente du nerf sciatique. Elle est également retrouvée dans le cœur (Arahata et al., 1988; 
Byers et al., 1991).  
Lidov et al. ont été les premiers à détecter l’expression de Dp427 au niveau des densités 
postsynaptiques dans le cerveau et ils ont par la suite publié une étude très complète de la 
localisation de la Dp427 dans le cerveau en 1993. Son expression cérébrale a été 
confirmée chez le rat, l’humain et la souris mdx (Kim et al., 1992 ; Kim et al., 1995). La 
dystrophine est présente dans les neurones le long de la membrane plasmique et des 
dendrites proximales sous forme de points d’immunofluorescence. On la retrouve dans 
toutes les aires corticales (pariétale, pyriforme, cingulaire), dans les couches CA1–3 de 
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l’hippocampe, dans les strata radiatatum et oriens, mais elle est absente des strata 
locunosum et moleculare. Elle est également supposée absente du striatum, du thalamus 
et de l’hypothalamus ainsi que de la moelle épinière. Comme attendu par l’existence d’un 
promoteur spécifique aux cellules de Purkinje du cervelet, elle y est très fortement 
exprimée. Knuesel et al. (1999) préciseront son absence dans le striatum (utilisant cette 
structure comme contrôle dans leurs expériences) levant le doute qu’exprimait Lidov vis-à-
vis de son absence dans cette structure, et montreront surtout son expression dans les 
synapses inhibitrices GABAergiques des neurones pyramidaux. 
Bien que nous connaissions assez précisément sa localisation dans les aires cérébrales, 
ainsi que sa localisation subcellulaire au niveau de la densité post-synaptique des 
synapses inhibitrices GABAergique, l’absence d’une étude détaillant la localisation 
cellulaire et subcellulaire de la dystrophine dans d’autres sous-structures cérébrales 
comme le caudé putamen, ou les noyaux accumbens (fortement impliqués dans les 
fonctions exécutives), manque actuellement dans la littérature. 
 

 

Figure 8 - La Dp427 dans les synapses inhibitrices GABAergiques 

b. La Dp260  

La Dp260 a été identifiée par Pillers et al. en 1993, de façon inattendue alors que leur 
étude portait sur le rôle de la Dp427 dans la rétine. Elle possède un premier exon 
spécifique dans l’intron 29 et sa partie amino-terminale ne diffère que de 13 acides-aminés 

La dystrophine est en interaction avec, d’une part le cytosquelette d’actine et d’autre part avec la β-
dystrobrévine, les syntrophines et l’α- et β-dystroglycanes. Ces dernières vont interagir avec les α-
neurexines et les neuroligines (NL2) transsynaptiques, formant le DGC. Par l’intermédiaire de S-SCAM et 
synArfGEF, ce complexe va venir stabiliser le regroupement des récepteurs GABAA à la membrane, eux-
même ancrés grâce à la gephyrine. (Waite et al., 2012) 
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par rapport à la Dp427 (D’Souza et al., 1995). La Dp260 est considérée comme la forme 
spécifique de la rétine, exprimée dans la couche plexiforme externe des cellules 
photoréceptrices (Wersinger et al., 2011). Les patients l’ayant perdue présentent une 
altération de leur électrorétinogramme (en particulier de l’onde β, Fitzgerald et al., 1994; 
1999 ; Pillers et al., 1999) ainsi qu’un déficit de perception des couleurs rouges et vertes 
(Costa et al., 2007). De plus, son ARN est détecté par RT-PCR dans le système intestinal 
et le système reproducteur (Tokarz et al., 1998). 

c. La Dp140  

Le promoteur de la Dp140 est situé dans l’intron 44 et produit un transcrit de 7,4 kb. La 
Dp140 est fortement exprimée dans le cerveau foetal, et peut-être dans le système 
gliovasculaire (Lidov et al., 1995). Au cours de ses études, Lidov soulève la possibilité 
qu’elle soit responsable de l’augmentation de l’incidence des altérations cognitives chez les 
patients (Lidov et Kunkel, 1997 ; Lidov et al., 1995), ce qui sera confirmé par la suite 
(Moizard et al., 1998 ; Taylor et al., 2010). Plus tard, il précisera que les parties carboxy-
terminales de la dystrophine et de la Dp140 étant semblables, la Dp140 se lie 
probablement aussi à la matrice extracellulaire par l’intermédiaire du DGC, et pourrait jouer 
un rôle dans des anomalies rénales puisqu’elle est détectée aussi dans les reins. Tokarz et 
al. (1988) préciseront l’année suivante le profil d’expression de l’ARN de la Dp140 
(cerveau, coeur, yeux, intestin, rein, foie, poumon, muscle squelettique, rate, estomac, 
testicules, thymus et utérus), qui montre des niveaux variables en fonction du tissu. 
Dodson et al. (1995) détectent également la Dp140 dans la cochlée. La Dp140 possède 
plusieurs isoformes : la Dp140b qui ne possède pas l’exon 78, la Dp140ab qui ne possède 
pas les exons 71 et 78, la Dp140c qui ne possède pas les exons 71 à 74 et la Dp140bc qui 
ne possède pas les exons 71 à 74 et 78 (Lidov et al., 1995 ; Lidov et Kunkel, 1997).  

d. La Dp116  

Byers, et al. montrent en 1993 qu’une forme courte de la dystrophine issue d’un transcrit 
de 5,6 kb s’exprime spécifiquement dans les cellules de Schawnn des nerfs périphériques 
et dans les densités post-synaptiques cérébrales. Le promoteur se situe 850 paires de 
bases en amont de l’exon 56 (à l’intérieur de l’intron 55). Ils nommeront Dp116 cette 
dystrophine de 116 kDa et confirmeront sa détection à l’aide des anticorps reconnaissant le 
carboxy-terminal de la dystrophine. La Dp116 ne possède pas de domaine de liaison à 
l’actine, ce qui semble indiquer une fonction différente de la dystrophine (Blake et al., 
1995). 

e. La Dp71  

Nudel et al. (1989) furent les premiers à détecter cette dystrophine courte. Remarquant que 
la protéine exprimée, dans le cerveau, ne possède pas l’extrémité 5’ de la forme 
musculaire, ils posent l’hypothèse d’un épissage post-transcriptionnel ou d’un promoteur 
interne au gène, inconnu jusqu’alors. L’année suivante, Chelly et al. (1990) confirment 
l’hypothèse du promoteur interne qui est localisé entre les exons 62 et 63 et dont la 
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transcription donne un ARNm de 4,6 kb. A quelques mois d’intervalle, Bar et al. font la 
même découverte et supposent, du fait de son profil d’expression, son implication dans la 
déficience intellectuelle des patients. Deux ans plus tard, Lederfein et al. (1992) effectuent 
la caractérisation de la protéine, en revérifiant qu’elle n’est pas le produit d’un clivage de la 
Dp427, mais bien la résultante d’un promoteur interne au gène dmd. Ils retrouveront, de 
plus, son ARNm dans le foie, les muscles lisses de l’estomac, les testicules, les poumons, 
et le rein (Hugnot et al., 1992 ; Blake et al., 1992). La Dp71 semble jouer un rôle crucial 
durant le développement embryonnaire, en particulier au cours des évènements 
morphogéniques et de la différentiation terminale de nombreux tissus et organes, tels que 
le système nerveux périphérique, les membres supérieurs et inférieurs, les poumons, les 
vaisseaux sanguins, les yeux, l’oreille interne, et le nez (Tokarz et al., 1998). La Dp71 est 
fortement détectée au niveau du cerveau antérieur embryonnaire, qui donne par la suite 
naissance à l’hippocampe dans le cerveau adulte (Sarig et al., 1999), où elle participe à la 
croissance des neurites (Acosta et al., 2004). A l’âge adulte, son ARNm est fortement 
exprimé dans le gyrus denté de l’hippocampe, et dans une moindre mesure dans le cortex, 
le bulbe olfactif et la région CA-3 de l’hippocampe (Górecki et Barnard, 1995).  
 

La Dp71 s’exprime surtout dans le cerveau, où elle est la forme majoritaire de dystrophine 
chez l’adulte, renforçant l’hypothèse du lien avec la déficience intellectuelle. Elle est 
détectée dans les myoblastes mais elle est est réprimée durant la myogénèse et son 
expression totalement absente dans le muscle différencié du fait de la répression des 
facteurs de transcription Sp1 et Sp3 (de León et al., 2005). Cette abolition d’expression est 
importante car si on force l’expression de Dp71 par génie génétique, un phénotype 
dystrophique apparait, la forme courte entrant en compétition avec la Dp427, en la 
remplaçant au niveau du sarcolemme et du DGC (Leibovitz et al., 2002). Initialement 
appelée apo-dystrophine-1, puis G-dystrophine, elle finira par s’appeler Dp71.  
 
La Dp71 ne possède pas le domaine spectrine, mais conserve le domaine carboxy-terminal 
ainsi que celui riche en cystéine. Le site encodé par le premier exon spécifique de la Dp71 
interagit avec celui de l’exon 63 et forme un site de liaison non-canonique à l’actine 
inexistant dans les autres formes de dystrophines (Howard et al., 1998). La liaison avec le 
DGC reposant sur la partie carboxy-terminale, la Dp71 serait bien un composant clef de 
celui-ci, mais nous savons aujourd’hui que le DGC associé à la Dp427 n’est pas le même 
que celui associé à la Dp71 (Blake et al., 1999). La Dp71 est associée avec les α et β-
dystrobrévines, α et β-syntrophines dans les densités post-synaptique, tandis que l’équipe 
de Rendon (Jung et al., 1993) a montré qu’elle s’associe avec le β-dystroglycane, le ∂-
sarcoglycane et l’α1-syntrophine au niveau de la membrane synaptique, des microsomes 
et dans une moindre mesure, dans les vésicules synaptiques et les mitochrondies (Jung et 
al., 1993 ; Chávez et al., 2000). Daoud et al. ont montré en 2009 que la Dp71 colocalise 
avec les protéines clefs des synapses excitatrices glutamatergiques, tels que les 
récepteurs NMDA et AMPA. Sa forte expression au niveau de l’interface glio-vasculaire, 
dans les pieds astrocytaires, semble indiquer un rôle dans la barrière hémato-encéphalique 
qui est compromise lors d’une sous-expression de la Dp71 (Nico et al., 2004). Cette 
dernière hypothèse est largement soutenue par les altérations de la barrière hémato-
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al. (2017) ont récemment découvert 4 nouveaux isoformes de Dp71 et proposent une 
nouvelle nomenclature pour la Dp71 comme présenté dans la Figure 11 - Représentation 
schématique des isoformes de la Dp71, ci-dessous). 
 

 

Figure 11 - Représentation schématique des isoformes de la Dp71 

 

Le rôle spécifique de chacun de ces isoformes reste encore très mal connu. Ils semblent 
pouvoir s’exprimer de manière différentielle aux niveaux tissulaire, cellulaire et/ou 
subcellulaire et pourraient ainsi jouer un rôle dans des mécanismes très différents, voire à 
différents moments au cours du développement ou du fonctionnement cérébral adulte. 
Pendant longtemps, la Dp71 a été considérée comme une protéine uniquement 
cytoplasmique associée à la membrane des cellules, les observations de sa présence dans 
le noyau de la cellule étant considérées comme des artefacts d’observations. Pourtant, 
González et al. (2000) et Aleman et al. (2001) vont apporter des preuves solides remettant 
en cause ce dogme. Ils ont trouvé les Dp71d et Dp71f dans des extraits nucléaires de 
neurones hippocampaux. On la retrouve également jouant un rôle dans le cycle cellulaire 
et la mitose, durant les phases G0/G1 (Villarreal-Silva et al., 2011), et donc au cours de la 
prolifération cellulaire (Romo-Yáñez et al., 2011 ; Herrera-Salazar et al., 2016), son 
expression étant également régulé par HSF1 (Tan et al., 2015), protéine de choc 

(a) Groupes des isoformes de la Dp71 (Dp71d, Dp71f et Dp71e). Le groupe Dp71d se caractérise par la 
présence des exons 78 et 79, le groupe Dp71f a perdu l’exon 78 et possède un exon 79 alternatif (79f) 
tandis que le groupe Dp71e possède l’intron 77 (i77) et a perdu les exons 78 et 79 dans sa forme 
protéique. Les lignes pointillées indiquent les épissages alternatifs. Le nom usuel des isoformes est 
présenté à gauche, les auteurs proposant une nouvelle nomenclature plus simple et claire à droite, qui 
préserve la lettre indiquant l’appartenance à une sous-famille (d, f, e) puis précise la liste des exons 
épissés (précédé du symbole delta). Le symbole # indique les isoformes nouvellement découverts en 
2017. (b) Alignement des acides aminés des exons 77, 78 et 79 pour les différents groupes, qui 
possèdent un domaine C-terminal spécifique du fait de l’épissage ou non de l’exon 78 ou de l’intron 77. 
Les exons (Ex), exon 79 alternatif (Ex79f) ou l’intron 77 (In77) sont indiqués (Aragón et al., 2017).  
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thermique dont la participation dans certaines formes de cancer, les mélanomes malins, a 
été démontrée (Scott et al., 2011). 
 
La Dp71 semble donc avoir une expression presque ubiquitaire mais régulée de manière 
très complexe dans l’organisme et pourrait donc participer à une grande variété de 
fonctions de bases ou très spécialisées dans différents types cellulaires. Son étude ne 
concerne plus uniquement son rôle dans la myopathie de Duchenne et son importance ne 
fait que grandir au fil des découvertes. 

f. La Dp40  

La Dp40, issue du clivage de la Dp71 n’est donc pas exprimée à partir d’un promoteur 
spécifique interne au gène mais d’un épissage (Tinsley et al., 1993), son ARNm est de 2,2 
kb. La Dp40 se compose de 341 acides aminés. C’est le plus petit produit du gène dmd 
connu de la dystrophine. Cette protéine est unique car elle ne possède pas le carboxy-
terminal commun aux autres dystrophines, qui était la cible privilégiée des anticorps, 
empêchant sa détection et sa localisation cellulaire précise. L’équipe de Tozawa et al. a 
mis au point, en 2012, un anticorps capable de reconnaître la Dp40. Elle est exprimée 
abondamment dans le cerveau mais n’interagit que peu avec le β-dystroglycane. Cette 
affirmation a été récemment mise en doute par l’équipe de Aragón et al. (2015) vu que la 
Dp40 contient un domaine d’interaction avec le β-dystroglycane. Une hypothèse semble 
être que cette protéine est impliquée dans un complexe indépendant de celui des 
dystrophines. Initialement suspectée de participer à la régulation de l’exocytose des 
vésicules présynaptiques, interagissant avec la syntaxine 1A, l’expression présynaptique 
de la Dp40 est controversée (Fujimoto et al., 2014). Les auteurs de l’étude concluent qu’il 
est possible qu’une partie des fonctions aujourd’hui associées à la Dp71, sont en réalité à 
associer à la Dp40. 

g. Conclusion 

Du concept de dystrophine unique, aujourd’hui c’est le terme de « famille des 
dystrophines » qui est plus souvent utilisé, au vu des nombreux promoteurs internes au 
gène et des épissages multiples qui semblent pouvoir affecter toutes les dystrophines. 
L’ensemble de ces données suggère une multiplicité des rôles des dystrophines, dans de 
nombreux tissus. Mais, il reste encore beaucoup d’inconnues les concernant, au niveau de 
leur localisation comme de leur fonction et de leurs partenaires d’interaction. 

2. Les complexes protéique et glycoprotéique associés aux 
dystrophines 

Les dystrophines sont associées à un complexe glycoprotéique (DGC) formé d’au moins 
dix partenaires codés par des gènes autosomaux, incluant des protéines 
transmembranaires et extracellulaires (complexe des dystroglycanes) et à un complexe 
protéique cytosolique (DPC : syntrophines, dystrobrévines). Ces complexes assurent à la 
fois un lien entre le cytosquelette d’actine et la lame basale et des interactions avec des 
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protéines de signalisation et des protéines membranaires (canaux, récepteurs), offrant un 
pont moléculaire connectant l’intérieur de la cellule à la matrice extracellulaire (MEC). 
Initialement identifié en association avec la Dp427 dans les cellules musculaires, le 
DGC/DPC est aujourd’hui également vu comme un échafaudage pour les protéines 
impliquées dans la stabilisation membranaire et la signalisation transmembranaire de 
plusieurs types cellulaires dans le SNC. De plus, différentes isoformes de chaque 
composant du DGC/DPC sont distribuées dans des types cellulaires distincts dans le 
cerveau, où ils forment des complexes séparés assurant différentes fonctions (Waite et al., 
2009). 

a. Les dystroglycanes  

La partie centrale du DGC est le complexe des dystroglycanes, composé de deux 
protéines (α et β dystroglycanes) historiquement décrites par Smalheiser et Schwartz 
(1987) sous le nom de « cranines » (et aussi par Ervasti et al. en 1990). C’est Ibraghimov-
Beskrovnaya et al. (1992) qui suggèreront le nom « dystroglycanes » pour dystrophin-
associated glycoproteins. Ils montreront que ces protéines sont ubiquitaires et codées par 
un seul chromosome (3p21) via un transcrit de 5.8 kb ensuite clivé en deux 
glycoprotéines : α- et β-dystroglycane. 
Le β-dystroglycane (43 kDa) est une protéine transmembranaire qui va relier la dystrophine 
à l’α-dystroglycane. L’α-dystroglycane (120 kDa dans le cerveau, 156 kDa dans le muscle) 
est quant à elle une protéine extracellulaire, faisant le lien entre le β-dystroglycane et des 
protéines de la matrice extracellulaire comme la lamine, composant principal de la lame 
basale musculaire, mais également dans le SNC avec les neurexines, protéines 
transynaptiques liées aux neuroligines et fortement impliquées dans la synaptogenèse et 
ayant un rôle dans l’autisme. 
L’importance physiologique de ces molécules se traduit par l’impossibilité de créer un 
modèle murin knock-out des dystroglycanes, celui-ci étant létal (Williamson et al., 1997). 
De fait, a été mis au point un knock-out conditionnel qui conduit notamment à des déficits 
de plasticité synaptique dans l’hippocampe (Moore et al., 2002). La perte de glycosylation, 
par génie génétique ou mutation naturelle, de l’α-dystroglycane, entraine son incapacité à 
se lier à ses partenaires extracellulaires, ce qui conduit à des altérations critiques de la 
membrane plasmique et à des migrations neuronales anormales lors du développement 
cérébral. L’hypoglycosilation de l’α-dystroglycane due à des mutations des 
glycosyltransférases conduit aux syndromes de Walker-Warburg (WWS), Fukuyama 
(FCMD) et Muscle-Eye-Brain (MEB), connus pour être des dystrophies musculaires 
congénitales (CMDS) associées à des altérations cérébrales. Ces dystroglycanopathies 
conduisent à une désorganisation totale du cortex cérébral et à une déficience intellectuelle 
(voir Muntoni et al., 2004 pour une revue). Il existe également des dystroglycanopathies 
correspondant à des CMD et des LGMD sans malformations cérébrales, avec ou sans 
atteinte cognitive. Il existe un continuum entre des CMD très sévères avec malformations 
cérébrales et des LGMD aussi symptomatiques. Enfin, le β-dystroglycane interagit avec la 
protéine adaptatrice Grb2 (growth factor receptor-bound protein 2), suggérant un rôle dans 
la transduction des signaux extracellulaires, ainsi qu’avec la FAK (focal adhesion kinase) 
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dans le système nerveux central, qui est impliquée dans la croissance des neurites, la 
morphogenèse des épines dendritiques et la plasticité synaptique (Cavaldesi et al., 1999). 

b. Le complexe sarcoglycane-sarcospane 

Les sarcoglycanes sont des protéines transmembranaires glycosylées à leur extrémité 
amino-terminale avec un court domaine intracellulaire, un unique domaine 
transmembranaire et un grand domaine carboxy-terminal extracellulaire contenant une 
région riche en cystéine. Cinq protéines constituent ce complexe dans le muscle : α-, β-, γ-, 
δ-sarcoglycanes et le sarcospane (Crosbie et al., 1999). Le complexe est intégré à la 

membrane, liant le β-dystroglycane. A l’inverse du complexe des dystroglycanes –retrouvé 
dans pratiquement tous les types cellulaires–, les sarcoglycanes ont initialement été 
détectés uniquement dans le muscle et les nerfs périphériques. Claudepierre, et al. (2000), 
Boulay et al. (2015) et Zhou et al. (2008) ont cependant soulevé l’hypothèse d’une 
expression centrale, bien qu’elle puisse n’être limitée qu’au système vasculaire. 
Néanmoins, des études récentes révèlent l’existence de deux nouvelles formes de 
sarcoglycanes, la forme ε (Ettinger et al., 1997 ; McNally et al., 1998) détectée dans les 
neurones dopaminergiques et impliquée dans la dystonie myoclonique9 (Waite et al., 2016) 
et la forme ζ dont on ignore la fonction (Wheeler et al., 2002). Il s’associe en général en 
complexe de 4 sous-unités dont la composition varie en fonction du tissu (Waite et al., 
2009 ; Anastasi, et al., 2012). 
Ce complexe sert à renforcer la liaison entre le β-dystroglycane et la dystrophine en venant 
s’intercaler de façon latérale dans la membrane (Humphrey et al., 2015). Cette 
configuration suggère que ce complexe permet de stabiliser le lien entre l’intérieur et 
l’extérieur de la cellule (Waite et al., 2009). Les recherches sur les sarcoglycanes sont 
vastes, la mutation de cette famille de protéine entrainant des formes particulières de 
myopathie : les sarcoglycanopathies. 
Le sarcospane (Crosbie et al., 1999) est la dernière protéine du complexe à avoir été 
découverte. Elle est exprimée par le chromosome 12, au locus 11.2, codant pour une 
transcrit de 6.5 kb présent exclusivement dans le muscle squelettique et cardiaque, ainsi 
que pour un transcrit de 4.5k b plus largement exprimé dans l’organisme (muscle 
cardiaque, colon, ovaire, prostate, intestin grêle, rate, testicule et thymus). 

c. Le complexe syntrophine-dystrobrevine 

Les dystrobrevines sont des protéines de 87-94 kDa qui sont des paralogues de la 
dystrophine, du fait de leur homologie structurale avec le domaine carboxy-terminal des 
produits du gène dmd. L’α- et la β-dystrobrévine sont codées par deux gènes autosomaux 
distincts et possèdent de nombreux isoformes. Les dystrophines et les dystrobrévines 
peuvent lier jusqu’à quatre syntrophines, qui à leur tour vont interagir avec une variété de 
protéines membranaires clefs. La dystrobrevine peut également se lier avec la dysbindine, 
                                                   
9. La dystonie myoclonique associe des contractions musculaires brèves et rapides (myoclonie) entraînant 
des mouvements anormaux aboutissant à des anomalies posturales (dystonie). La maladie est souvent 
associée avec des troubles dépressifs, obsessionnels compulsifs, troubles de la personnalité et crises de 
panique. La plupart des troubles disparaissent lors d'ingestion d'alcool. 
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qui a soulevé un grand intérêt depuis que des études récentes la qualifient de gène de 
susceptibilité pour la schizophrénie, notant son rôle dans l’assemblage et l’adressage du 
DGC ainsi que son rôle potentiel de régulateur du cycle des vésicules synaptiques dans les 
synapses centrales glutamatergiques.  
L’α-dystrobrevine est une forme musculaire, également présente dans les astrocytes 
périvasculaires ainsi que dans la glie de Bergmann en association avec la Dp71, tandis 
que la β-dystrobrevine est exprimée dans le cerveau, notamment dans les densité post-
synaptique du cortex, hippocampe et cervelet (particulièrement au niveau des cellules 
granulaires et de Purkinje) et d’autres tissus (foie, rein et poumon), mais est absente du 
muscle (Blake et al., 1999). Plus particulièrement, la β-dystrobrevine, tout comme la 
dystrophine est retrouvé dans les neurones du cortex et de l’hippocampe et semble être en 
interaction avec la Dp71 et la Dp140 (Blake et al., 1998). 
Les syntrophines sont une famille hétérogène de protéines adaptatrices de 59 kDa, qui 
interagissent avec la dystrophine, l’utrophine et l’α-dystrobrévine. Cinq formes de 
syntrophine ont été décrites : α-, β1-, β2-, γ1-, γ2-syntrophines.  
Les formes α et β1 sont fortement exprimées dans le muscle squelettique et cardiaque 
mais plus faiblement le cerveau à l’inverse de la forme β2. Les formes γ ont un profil 
différent, semblant jouer un rôle crucial au niveau cérébral, particulièrement dans les 
cellules pyramidales de l’hippocampe, les neurones corticaux ainsi que les cellules de 
Purikinje du cervelet (Alessi et al., 2006). On les retrouve également associées à la nNOS 
(neuronal nitric oxide synthase, uniquement pour les formes α et β1-2), à la PSD95 
(Brenman et al., 1996), à l’aquaporine 4 (AQP4 ; Adams et al., 2001 ; Neely et al., 2001), à 
divers canaux ioniques comme les canaux potassiques Kir2 (Leonoudakis et al., 2004) et 
Kir4.1 (Connors et al., 2004), à des canaux sodiques voltage-dépendants dans le muscle 
et le cerveau (Gee et al., 1998), mais également à des protéines synaptiques comme les 
neuroligines ou la calmoduline et à des kinases (dans les neurones de Purkinje du cervelet 
notamment : Hogan et al., 2001). Les mutations qui perturbent leur lien aux neuroligines 
ont été associées à l’autisme, ce qui confirme leur rôle fonctionnel important dans la 
fonction synaptique (Yamakawa et al., 2007). Dans le cerveau, elles servent d’adaptateurs 
qui vont recruter des protéines de signalisation à la membrane, faisant de cette famille un 
acteur clef dans l’organisation membranaire et les fonctions de signalisation dans le 
cerveau. 

3. Conclusion 

Cette synthèse a été l’occasion d’aborder les aspects moléculaires des dystrophines et de 
leurs partenaires d’interaction. Des évidences claires relient toutes ces protéines avec 
diverses myopathies ou troubles neuropsychiatriques. Le prochain chapitre de cette 
introduction (III. Les modèles expérimentaux, page 53) détaillera l’apport des modèles 
animaux déficients en dystrophines sur ces questions et en particulier sur le rôle 
fonctionnel des dystrophines dans le cerveau.  
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III. Les modèles expérimentaux 

1. Présentation générale 

Actuellement, il existe deux types de modèles animaux de la DMD : ceux qui présentent 
une mutation spontanée ou induite par mutagénèse chimique dans le gène de la 
dystrophine, et ceux qui ont été générés artificiellement par génie génétique. 
Près de 60 modèles animaux de la DMD existent, et la liste ne cesse de s’agrandir. Ils 
incluent tout autant des modèles non-mammifères comme le ver C. elegans, la drosophile, 
ou le zebrafish et des mammifères comme la souris, le chat, le chien, et plus récemment le 
rat ou le cochon (McGreevy et al., 2015).  
Les modèles canins de la myopathie de Duchenne sont décrits depuis plus de 50 ans dans 
la littérature et ~20 races différentes sont concernées. Leur phénotype musculaire est 
beaucoup plus proche de celui de l’humain, devenant de facto un bon modèle d’étude pour 
les thérapies visant à rétablir l’expression de la dystrophine dans le muscle. De plus, les 
réponses immunitaires du chien sont plus proches de l’Homme et sa plus grande taille 
permet de mieux appréhender les effets d’un traitement sur un individu de grande taille. 
Malgré tout, c’est le modèle murin qui est le plus largement utilisée à la fois pour l’étude du 
rôle fonctionnel des dystrophines, l’étude des déficits cognitifs associés ainsi que pour le 
développement des nouvelles thérapies. 
Il existe aussi de nombreux modèles murins dits « double knock-out », où la perte de 
dystrophine est associée à la perte d’au moins une autre protéine, généralement un 
paralogue susceptible de compenser la perte de dystrophine (e.g., utrophine) ou une 
protéine en interaction avec la dystrophine, afin d’étudier le rôle du complexe 
glycoprotéique associé aux dystrophines (les figures supplémentaires de McGreevy et al., 
2015 reviennent en détails sur ces lignées). 
Le modèle historique est la souris mdx, dont seule la dystrophine Dp427 est mutée, ce qui 
en fait un bon modèle du point commun à tous les patients myopathes. La souris Dp71-null 
est également un modèle intéressant, car la perte de Dp71, seconde dystrophine 
cérébrale, joue un rôle dans la déficience intellectuelle associée à la myopathie. 

2. La souris mdx : modèle des altérations communes à tous les 
patients ? 

Le modèle le plus largement utilisé pour l’étude de la myopathie de Duchenne est la souris 

mdx (C57BL/10ScSn-Dmdmdx/J), découverte au début des années 1980 dans une colonie 
de C57BL/10ScSn/J du fait de son taux circulant de créatine kinase10 élevé. Par la suite, 
des preuves histologiques et génétiques sont venues confirmer le diagnostic (Ryder-Cook 
et al., 1988 ; Sicinski et al., 1989). Une mutation non-sens ponctuelle (cytosine en thymine) 

                                                   
10. La créatine kinase est une enzyme qui va catalyser la conversion de la créatine en phosphocréatine 

par utilisation d’une molécule d’ATP qui est convertie en ADP + P. Cette réaction se fait en sens inverse 

lors de l’effort musculaire laissant place à la dégradation du glucose en acide lactique. Ainsi un fort taux de 

créatine kinase circulant révèle une lésion tissulaire du muscle. 
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introduisant un codon stop dans l’exon 23 de la dystrophine est responsable de la 
myopathie chez cette souris, entrainant l’absence sélective de la forme complète de la 
dystrophine à la fois dans le muscle et le cerveau (Sicinski et al., 1989). 
 
 En 1989, quatre variant chimiques (chemical variant, cv) ont été créés. Ces souris, de fond 

génétique C57/BL6, ont été nommées mdx2cv, mdx3cv, mdx4cv, et mdx5cv. L’utilisation du 
mutagène N-ethyl-N-nitrosourea (ENU) a permis d’induire de manière aléatoire de 
nouvelles mutations ponctuelles dans le gène dmd (Chapman et al., 1989). 
 

 

Figure 12 - Sites de mutation et dystrophines affectées dans différentes lignées mdx 
 

 

Le profil musculaire de ces modèles varie peu par rapport à la mdx, mais chacune présente 

tout de même des spécificités. La mdx3cv exprime uniquement ~5% d’une Dp427 presque 
intacte et un phénotype musculaire moins sévère (Cox et al., 1993; Li et al., 2008), la 

mdx5cv présente un phénotype musculaire plus sévère (Beastrom et al., 2011) et on 

observe peu de fibres révertantes chez les mdx4cv et mdx5cv (Danko et al., 1992). La souris 

mdx4cv est utilisée pour l’étude de la cardiomyopathie (Decrouy et al., 1997).  
La souris mdx ne présente pas de trouble de l’ERG (Cibis et al., 1993) au contraire de la 

souris mdx3cv déficiente pour toutes les formes de dystrophines (Pillers et al., 1995). Bien 
que forts intéressants, peu d’études se sont intéressées à ces variants chimiques, 
préférant le modèle mdx. 

a. Fonctions motrices 

 Bien que déficiente en dystrophine, la souris mdx a des symptômes cliniques très modérés 
et son espérance de vie n’est réduite que de ~25% (Pastoret et Sebille, 1995) par 
comparaison à l’espérance de vie humaine qui est réduite de 75%. On distingue différentes 
phases en ce qui concerne la dégradation musculaire : dans les deux premières semaines, 
aucune lésion n’est détectable. Entre 3 et 6 semaines, une nécrose commence à se mettre 
en place. Suite à cela, une forte phase de régénération musculaire, beaucoup plus 
prononcée que chez l’humain, permet de la compenser, entrainant un phénotype 
musculaire hypertrophique. Lors d’une coupe musculaire, on observe une majorité de 
cellules musculaires non-matures possédant leur noyau cellulaire au centre du cytoplasme, 
par opposition à une cellule musculaire mature polynucléée où les noyaux sont en 
périphérie. La seule exception est le diaphragme qui se détériore progressivement comme 
chez l’humain (Stedman et al., 1991). Une détérioration musculaire, scoliose ou arrêt 

(Chapman et al., 1989 et Im et al., 1996) 
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cardiaque n’est observé que passé 15 mois et plus (l’espérance de vie d’une souris étant 
comprise entre 24 et 36 mois). 
 
Rafael et al. (2000) ont également mis en évidence que la souris mdx présente une 
fatigabilité augmentée. Ce qui est aujourd’hui remis en cause, l’interprétation de cette 
fatigabilité reposant probablement en partie aussi sur une réponse de peur qui s’exprime 
par une immobilité tonique (freezing), que nous allons détailler par la suite (c. Réponse de 
stress non conditionnée suite à une contention, page 55). Grady et al. (2006) montrent un 
comportement moteur anormal, à la fois dans un test de la force musculaire, qui est réduite 
d’environ 30%, mais également dans un test de coordination motrice sur un rotarod. Le 
rotarod est un cylindre qui peut tourner sur lui-même, à vitesse constante ou avec une 
accélération progressive. Tandis que la souris mdx conserve son équilibre à vitesse 
constante, elle réussit moins bien le test que des souris contrôles lorsque la vitesse 
augmente progressivement, reflétant sa faible force musculaire et peut-être aussi un déficit 
de coordination motrice dépendant du cervelet. 
Souvent critiquée pour cette myopathie tardive, la souris mdx reste cependant un modèle 
de choix car elle mime le point commun de tous les patients : la perte de la dystrophine 
Dp427. Et en particulier pour les études comportementales visant à évaluer des altérations 
cérébrales et cognitives, le retard de progression de la myopathie est un avantage. 

b. Fonctions locomotrice et exploration 

L’activité locomotrice spontanée chez la souris est un élément essentiel. En milieu naturel, 
ce comportement permet la recherche de nourriture et en laboratoire, de nombreux tests 
comportementaux se basent sur cette modalité. Bien étudier son intégrité est nécessaire 
afin de bien interpréter les résultats : sont-ils une conséquence de l’altération musculaire 
ou la résultante d’une altération cognitive ? La question est toujours ouverte, cependant de 
nombreuses études arrivent à identifier des problèmes spécifiques, souvent en travaillant 
avec des souris jeunes, qui ne présentent pas de myopathie apparente. Vaillend et al. 
(2004) montrent des déficits d’exploration dans un champ ouvert, test qui induit un conflit 
naturel entre la tendance à explorer l’environnement et l’évitement de la zone centrale, plus 
éclairée et exposée donc anxiogène. Ce déficit observé reflète donc deux composantes 
distinctes : motricité et émotivité. Des indices spécifiques sont utilisés pour tenter de 
dissocier les deux. Par exemple, un bon indice d’émotivité est le ratio entre la distance 
parcourue au centre et la distance totale parcourue. 

c. Réponse de stress non conditionnée suite à une contention 

Le phénotype le plus robuste chez la souris mdx est sa réponse suite à un stress induit par 
une contention. On suppose qu’il s’agit d’un phénotype dépendant de l’amygdale, cette 
structure pourrait donc être altérée par la perte de Dp427. La contention est une méthode 
visant à entraver la mobilité du sujet d’étude, pour réaliser une injection ou regarder sa 
bague d’identification, présente à l’oreille dans notre laboratoire. Chez la souris, elle se 
réalise en attrapant la peau du dos afin d’empêcher la mobilité des pattes et de la tête. 
Bien réalisée, la contention vise uniquement à immobiliser et n’est pas douloureuse.  
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Suite à ce stress aigu chez la souris mdx, mais pas chez la souris WT, on peut observer 
une réponse d’immobilité, dite de « freezing », qui est définie par une immobilisation totale 
de l’animal en dehors des mouvements liés à la respiration. Sekiguchi et al. (2009) ont 
montré que la réponse de freezing des souris mdx est très fortement augmentée pendant 
les minutes qui suivent la contention. 
Lors de la manipulation de souris mdx qui effectueront des tâches comportementales, la 
contention est à proscrire ou à limiter, même si c’est la technique recommandée dans les 
formations à l’expérimentation animale pour la manipulation des souris. 

d. Mémoire et apprentissage 

La souris mdx présente un phénotype normal dans des tests d’apprentissage distribués en 
piscine de Morris (Sesay et al., 1996) ou dans un tâche de discrimination spatiale en 
labyrinthe radial (Vaillend et al., 1998), mais des déficits sont observés dans un test de 
conditionnement opérant, dans une tâche de reconnaissance d’objet ou lors de la rétention 
à long terme d’un apprentissage massé en piscine de Morris (Vaillend et al., 1995 ; 2004). 
Ces déficits pourraient s’expliquer par une mémoire plus fragile après un apprentissage 
partiel, avec pour conséquence des déficits spécifiques de la mémoire à long terme qui 
pourraient en partie dépendre d’un dysfonctionnement des processus de consolidation 
et/ou de rappel mettant en jeu l’hippocampe. 
L’exacerbation des réponses de peur inconditionnée chez la mdx suggère que ce modèle 
pourrait aussi présenter des déficits dans des tâches aversives et des conditionnements de 
peur dépendants de l’amygdale, mais cette hypothèse n’était toujours pas clairement 
validée au début de ce travail de thèse. En effet, Sekiguchi et al. (2009) ont réalisé sur ces 
souris une tâche de conditionnement de peur associée au contexte (association entre un 
choc électrique et un contexte expérimental) révélant une réponse de freezing plus forte 
chez les mdx que les souris sauvages. Mais au contraire, Perronnet et al. (2012) trouvent 
un résultat inverse, allant encore une fois dans le sens d’un déficit de mémoire à long 
terme et des études plus anciennes avaient également montré un déficit de mémoire à 
long terme dans une tâche d’évitement passif (Muntoni et al. 1991). 

e. Plasticité synaptique et inhibition GABAergique 

Sbriccoli et al. (1995) et Carretta et al. (2003 ; 2004) montrent une réorganisation des 
neurones du cortex sensori-moteur chez la souris mdx, qui sont moitié moins nombreux, 
plus petits et de forme plus ronde que les neurones pyramidaux des souris contrôles. Del 
Tongo et al. (2009) montrent une augmentation sélective du nombre d’interneurones 
GABAergiques à parvalbumine dans la couche CA2 de l’hippocampe (45%) et dans le 
gyrus denté (25%). En revanche, il ne semble pas y avoir de modification de l’organisation 
des neurones pyramidaux excitateurs dans l’hippocampe des souris mdx (Miranda et al., 
2009), même si ces neurones sont plus sensibles à un stress hypoxique (Mehler et al., 
1992). Cette absence de réorganisation dans l’hippocampe a très récemment été nuancée 
par la même équipe (Miranda, et al., 2016). Là où Sbriccoli et al. (1995) trouvent 
d’importantes réorganisations globales, dans l’hippocampe elles semblent plus localisées, 
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avec une diminution selon l’axe antérodorsal de la couche CA1 où les souris mdx 
présentent un déficit de densité neuronale pouvant atteindre 34%. 
 
Au-delà de ces changements morphologiques, l’hypothèse actuelle expliquant les 
altérations cognitives s’oriente plutôt vers une altération de la fonction neuronale, portée 
par une malfonction synaptique associée à un déficit du complexe Dp427-DGC. Vaillend et 
al. (1998) mettent en évidence une augmentation de la plasticité synaptique (i.e., 
potentialisation à long terme, ou LTP) dans la couche CA1 de l’hippocampe des souris mdx 
et précisent plus tard que cette augmentation de la LTP peut perdurer pendant plusieurs 
heures (Vaillend et al., 2004) et qu’elle est corrélée à des modifications ultrastructurales 
des synapses (Miranda et al., 2009 ; 2011). La même année, Anderson et al. (2004) 
montrent une réduction de la dépression à long terme dans les cellules de Purkinje du 
cervelet associée à une augmentation de la dépression à long terme homosynaptique 
(Anderson et al., 2010), suggérant des altérations de nature variable en fonction des 
circuits locaux étudiés au sein d’une même structure. Ces formes de plasticité ayant été 
associées aux processus de consolidation mnésique, on suppose actuellement un lien 
entre les déficits de mémoire et ces altérations de la plasticité synaptique chez la souris 
mdx. 
 
L’hypothèse majeure est une altération de la neurotransmission inhibitrice, la dystrophine 
et le dystroglycane colocalisant normalement avec les récepteurs du GABA dans les 
synapses inhibitrices des neurones (Vaillend, et al., 2010). Dans le système nerveux 
central, la perte de dystrophine et donc l’altération de son complexe associé conduit à une 
diminution de 40–70% des clusters de récepteurs GABAA dans l’hippocampe (Knuesel et 
al., 1999), le cervelet (Grady et al., 2006) et l’amygdale (Sekiguchi et al., 2009). 
Cependant, la dystrophine ne semble pas jouer un rôle direct dans l’ancrage membranaire 
des récepteurs du GABA (Brünig et al., 2002; Lévi et al., 2002), mais plutôt un rôle dans la 
stabilisation des clusters à l’aide des neurexines et des neuroligines, des protéines trans-
synaptiques avec lesquelles la dystrophine interagit (Fritschy et al., 2003; Craig et Kang, 
2007). 
 
D’autres études neurophysiologiques viennent conforter ce rôle potentiel de la dystrophine 
dans la modulation du système inhibiteur GABAergique. A la fois dans le cervelet et dans 
l’hippocampe, la capacité de la bicuculline (un antagoniste des récepteurs du GABA) à 
moduler la neurotransmission glutamatergique est réduite chez la souris mdx (Anderson et 
al., 2003; Vaillend et Billard, 2002) et l’inhibition GABAergique phasique, médiée par les 
récepteurs synaptiques du GABA, l’est également (Fuenzalida et al., 2016). L’étude de 
Kueh et al. (2011) suggère aussi une réduction du nombre des récepteurs GABAergiques 
à la synapse dans les cellules du Purkinje, tandis qu’une augmentation de la réponse 
tonique induite par le gaboxadol (agoniste des récepteurs extrasynaptiques du GABA), 
suggère une augmentation du nombre des récepteurs extrasynaptiques GABAergique. Il 
est possible que la perte de Dp427 réduise la stabilité des récepteurs synaptiques qui 
pourraient alors diffuser vers les zones extrasynaptiques, mais il est également possible 
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que la composition en sous-unités des récepteurs soit modifiée chez la souris mdx 
(Fritschy et al., 2012). 
 
De façon intéressante, l’altération GABAergique pourrait aussi impacter l’excitabilité 
neuronale induite par les récepteurs glutamatergiques AMPA/kainate (Yoshihara et al., 
2003 ; De Sarro et al., 2004) et NMDA (Vaillend et al., 1999), compromettant, de fait, la 
balance excitation/inhibition cérébrale avec un effet modulateur facilitant certaines formes 
de plasticité synaptique. Une ré-expression de dystrophine induite par thérapie génique 
chez la souris mdx permet de restaurer les clusters de récepteurs GABAA et de normaliser 
la LTP dans l’hippocampe, ce qui est en faveur d’un rôle dynamique de la dystrophine dans 
ces mécanismes de plasticité du cerveau adulte (Vaillend et al., 2010 ; Dallérac et al., 
2011). 
 
Au-delà de la fonction GABAergique et glutamatergique, la perte de Dp427 est également 
associée à des altérations de la transmission nicotinique cholinergique dans l’hippocampe 
(Coccurello et al., 2002 ; Wallis et al., 2004 ; Ghedini et al., 2012 ; Parames et al., 2014 ; 
Cohen et al., 2015). Ceci pourrait refléter une adaptation du circuit hippocampique aux 
altérations GABAergiques et glutamatergiques, ces trois circuits étant fortement en 
interaction (Albuquerque et al., 2009). 
 
La dystrophine complète ne semble donc pas seulement jouer un rôle de structure, comme 
dans le muscle, mais semble également être un acteur important de la dynamique des 
synapses centrales ainsi que de la neurotransmission GABAergique. Cette hypothèse 
d’une altération du système inhibiteur pourrait être à la base d’une partie des déficits 
physiologiques et cognitifs observés dans la DMD. 

3. La souris Dp71-null : modèle du subphénotype de déficience 
intellectuelle ? 

La souris Dp71-null a été créée par transgénèse en insérant le gène de la β-Galactosidase 
dans le premier exon unique de la Dp71 (Sarig et al., 1999). A l’inverse de la souris mdx, 
très étudiée car elle est un bon modèle pour les essais de thérapie musculaire, la souris 
Dp71-null est beaucoup plus confidentielle, ne présentant pas de myopathie et n’ayant fait 
l’objet que de 12 études. 
Elle n’est pas un modèle typique de DMD car la perte sélective de Dp71 n’a été vue que 
chez un seul patient (de Brouwer et al., 2014), cette perte étant généralement cumulée à la 
perte des autres dystrophines. Cependant ce cas clinique est très intéressant puisque ce 
patient présente une déficience intellectuelle mais pas de symptômes de myopathie.  
Bien que découverte dès 1989, l’étude de la protéine Dp71 n’est devenue incontournable 
que récemment, du fait de la mise en évidence de son rôle dans deux phénotypes non-
musculaires majeurs: l’altération de la physiologie rétinienne et les atteintes cognitives. 
Actuellement, la grande majorité des études utilisant la souris Dp71-null s’intéressent à la 
question rétinienne. 
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a. Phénotype comportemental 

En 2009, Daoud et al. ont effectué une première caractérisation comportementale de la 
souris Dp71-null. Ils relèvent des déficits spécifiques caractérisés par un comportement 
exploratoire amoindri, de légères altérations de rétention dans une tâche d’évitement passif 
et un important déficit d’apprentissage et de mémoire spatiale dans une tâche dépendant 
de l’hippocampe. Ils suggèrent que ces déficits d’exploration peuvent résulter en partie 
d’une réactivité émotionnelle altérée et/ou reposer sur une altération du comportement de 
recherche de la nouveauté, ces comportements étant modifiés si la neurotransmission 
glutamatergique est augmentée (Granger, et al., 1993), ce qui est le cas pour la Dp71-null. 
Les déficits d’apprentissage et de mémoire suggèrent en revanche que l’hippocampe est 
dysfonctionnel, ce qui est plausible vu que la Dp71 y est fortement exprimée. Cependant, 
ils notent qu’en diminuant la difficulté de la tâche, les performances sont améliorées chez 
les Dp71-null qui peuvent alors atteindre des scores comparables aux contrôles, suggérant 
tout de même une certaine intégrité de cette structure. Ces altérations de l’apprentissage 
chez la souris Dp71-null étant plus important que chez la souris mdx, ils concluent leur 
étude en rappelant que cela soutient l’hypothèse actuelle que la Dp71 joue un rôle majeur 
dans la genèse des déficits cognitifs associés à la DMD. De plus, là où le modèle mdx 
présente de fortes altérations de la neurotransmission GABAergique, la souris Dp71-null 
présente quant à elle une forte altération de la neurotransmission glutamatergique et des 
altérations comportementales différentes, suggérant un rôle distinct de la Dp71 par rapport 
à la dystrophine complète. Cependant, dans les deux modèles la balance 
excitation/inhibition semble modifiée en faveur de l’excitation. Un diagnostic comorbide 
d’épilepsie est observé dans une petite sous-population de patients seulement, suggérant 
que cette hyperactivité neuronale associée à la DMD peut être en partie compensée ou 
n’est pas d’une ampleur suffisante pour induire systématiquement un état épileptique 
(Hendriksen et al., 2015). 
 
La caractérisation phénotypique de la souris Dp71-null est très incomplète à ce jour et fait 
en partie l’objet de mon travail de thèse. 

b. Rôle fonctionnel de la Dp71 dans le système nerveux 

Au-delà des découvertes réalisées à l’aide de cellules en culture ou sur du tissu sain, la 
souris Dp71-null a permis de clarifier le rôle fonctionnel de la Dp71 au niveau du système 
nerveux central, plus particulièrement dans la glie de Müller et de Bergmann. 
 
En absence de Dp71, le rassemblement des canaux potassiques Kir4.1 et aqueux AQP4 à 
la membrane plasmique est délocalisé et/ou diminué (Dalloz et al., 2003). C’est lors d’un 
stress, comme un décollement de la rétine ou un choc osmotique que l’absence de Dp71 
est remarquable : la régulation volumique des cellules de Müller est alors impossible et la 
perméabilité de la barrière hémato-encéphalique augmente très fortement (Sene et al., 
2009). De plus, Benabdesselam et al. (2010) montrent le rôle essentiel de la Dp71 dans la 
régulation de l’osmolalité plasmatique, celle-ci étant plus faible chez la souris Dp71-null 
que chez les contrôles. Dans la rétine, la Dp71 joue également un rôle dans l’inflammation 
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et les lésions vasculaires, ainsi que dans la dégénération des capillaires. Cela pouvant être 
une des raisons de la perméabilité accrue de la barrière hémato-encéphalique dans ce 
modèle (Vacca et al., 2014 ; 2016 ; El Mathari et al., 2015). 
 
Les études récentes ne font que confirmer le rôle astrocytaire de la Dp71. Giocanti-
Auregan et al. (2016) montrent que dans la rétine, le nombre des astrocytes est plus 
faibles et que leur morphologie est altérée chez les souris Dp71-null dès P6 (sixième jour 
postnatal) et que ces anomalies se maintiennent jusqu’à l’âge adulte.  
Récemment, Vacca et al. (2016) ont montré par thérapie génique que la réexpression de la 
Dp71 dans la rétine des souris Dp71-null permettait de restaurer la barrière hémato-
rétinienne et de normaliser la réabsorption des œdèmes rétiniens, confirmant ce rôle glial 
clef de la Dp71. 
 
Tous ces résultats, obtenus in vivo chez la souris Dp71-null, mettent en lumière le rôle clef 
de la Dp71 dans le cerveau, pouvant être à la base des déficits cognitifs observés chez les 
patients qui présentent une mutation dans la région distale du gène dmd. 

4. Conclusion 

Considérée comme une protéine de structure nécessaire à la stabilité membranaire des 
muscles dans les années 80, la dystrophine est aujourd’hui vue comme une composant 
clef de l’échafaudage des protéines exprimées dans une variété de tissus, comme le 
cerveau où plusieurs formes de dystrophine sont impliquées dans le clustering de 
nombreux récepteurs membranaires et canaux ioniques et dans la modulation de 
l’intégration des signaux cellulaires et de la plasticité synaptique. Les deux dernières 
décennies de recherche sur la DMD ont permis des avancées majeures dans les 
découvertes de processus cellulaires nouveaux et essentiels, comme l’est le clustering des 
récepteurs du GABA à la synapse inhibitrice centrale par la Dp427 et l’organisation de la 
machinerie moléculaire impliquant l’homéostasie aqueuse et potassique à l’interface 
gliovasculaire par la Dp71. Malgré des progrès majeurs, le rôle spécifique de chaque forme 
de dystrophine dans la genèse des déficiences cognitives dans la DMD nécessite des 
études plus approfondies pour être pleinement mis en lumière. Le développement rapide 
d’outils moléculaires et pharmacologiques modernes permettant la modulation de 
l’expression des dystrophines apporte de nouveaux espoirs pour de futures thérapies qui 
seront capables de traiter à la fois les altérations musculaires et cérébrales associées à la 
DMD.   
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IV. Objectifs 

Si les altérations génétiques responsables de la DMD sont aujourd’hui caractérisées avec 
précision, la variété des symptômes et altérations centrales résultant de différents profils de 
mutation n’est que partiellement comprise. Cette hétérogénéité phénotypique et clinique 
s’explique tout autant par la diversité des formes de dystrophines (6 formes de taille 
variable) pouvant être touchées de manière cumulative en fonction de la position des 
mutations, que par le profil d’expression distinct de chaque dystrophine cérébrale, le tout 
couplé à des partenaires d’interaction divers incluant des protéines de structures (comme 
l’actine), des protéines transmembranaires (canaux ioniques et aqueux, récepteurs 
synaptiques) et des protéines synaptiques (neurexines, PSD95). L’absence des 
dystrophines désorganise ainsi l’architecture cytosolique, membranaire et 
extramembranaire de différents types de cellules neurales (neurones, astrocytes), avec des 
répercutions très vastes sur la neurophysiologie et les fonctions cognitives. 
Au niveau cérébral, trois formes principales de dystrophine sont cruciales dans la genèse 
de déficiences intellectuelles : la forme complète (Dp427) et les formes courtes (Dp140, 
Dp71). Les études récentes chez les patients ont permis de mieux caractériser leur 
phénotype, qui présente des troubles cognitifs précoces indépendant de la myopathie et 
non évolutifs au cours de la vie. Les dystrophines semblent jouer des rôles important aux 
niveaux sensoriel, émotionnel, intellectuel, et neuropsychiatrique. Des études récentes des 
relations génotypes-phénotypes ont permis de mieux cerner le rôle de certaines 
dystrophines, en particulier la Dp427 jouant un rôle important dans les tâches de mémoire 
verbale de travail (empan mnésique) et d’attention, tandis que la Dp71 serait à la base de 
déficiences intellectuelles plus profondes et de troubles neuropsychiatriques (autisme, 
ADHD, TOC). Cependant, ces études sont encore incomplètes et il reste beaucoup de 
questions en suspens. 
 
Dans ce travail, nous avons utilisé la souris mdx, déficiente spécifiquement pour la Dp427, 
et la souris Dp71-null, déficiente spécifiquement en Dp71, afin d’apporter des éléments de 
réponse précis au rôle de chacune de ces dystrophines à l’échelle moléculaire, cellulaire et 
comportementale. 
 
Dans la première partie de ce manuscrit, je présente les résultats de deux études publiées 
centrées sur la souris mdx, où nous avons effectué une réévaluation de son phénotype, 
des aspects sensoriels et émotionnels aux fonctions cognitives et exécutives. Cette 
approche multidisciplinaire combine des techniques d’immunohistochimie pour préciser le 
profil d’expression de la Dp427, des techniques électrophysiologiques pour étudier 
l’intégration des stimuli externes par les organes sensoriels, et une vaste étude 
comportementale permettant de préciser l’impact phénotypique de la perte de Dp427. Ceci 
nous a permis de mettre en évidence le rôle crucial de la Dp427 dans les processus 
d’apprentissage et de mémorisation reposant sur l’hippocampe et l’amygdale. Nous 
montrons aussi au travers de ces expérimentations la place centrale qu’occupe la Dp427 
dans les altérations du comportement émotionnel, moteur et cognitif et nos résultats 
suggèrent que celles-ci reposent sur une dysfonction du système GABAergique, ce qui 
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apporte des preuves solides quant à la validité du modèle murin mdx pour l’étude des 
processus centraux qui mettent en jeu la Dp427. 
 
La seconde partie de ce manuscrit est centrée sur l’étude de la souris Dp71-null, dont nous 
avons effectué une caractérisation comportementale détaillée comme pour la souris mdx, 
du sensoriel aux fonctions cognitives de haut niveau, mettant en évidence une altération 
des processus de mémoire de travail et de flexibilité comportementale. En collaboration 
avec M. Amar, nous apportons également des preuves électrophysiologiques d’une 
altération de la neurotransmission glutamatergique et de la balance excitation/inhibition 
dans le cortex préfrontal impliqué dans les fonctions exécutives. J’expliquerai en quoi ces 
résultats concordent avec les études cliniques qui lient la mutation de la Dp71 à la 
déficience intellectuelle et aux troubles neuropsychiatriques. Bien que seul un patient 
présente une mutation affectant uniquement la Dp71, l’ensemble des dystrophines étant en 
général mutées de manière cumulative chez la plupart des patients, le modèle Dp71-null 
apporte des éléments intéressants pour mieux comprendre la complexité et les substrats 
neurobiologiques mis en jeu dans la genèse d’une déficience intellectuelle sévère dans la 
myopathie de Duchenne. 
 
La dernière partie est centrée sur ma participation à une étude collaborative, où mes 
compétences en immunohistochimie ont permis de compléter une vaste étude mettant en 
évidence l’efficacité d’une nouvelle molécule de thérapie génique, capable de restaurer 
l’expression de la Dp427 à des niveaux encore jamais observés chez la souris mdx, 
réexpression ciblant tout autant les organes périphériques (muscle, cœur, diaphragme) que 
le système nerveux central, et permettant de compenser certains déficits 
comportementaux. Cette technique basée sur le saut d’exon ne serait applicable qu’à une 
sous-population de patients et les études toxicologiques sont en cours, mais les résultats 
obtenus sont très prometteurs et porteurs d’espoirs réalistes pour un traitement global de la 
DMD. 
 
Je conclurai ce travail de thèse par une discussion générale, confrontant nos résultats 
obtenus chez la souris mdx et Dp71-null à ceux observés par les cliniciens chez les 
patients. Ce sera aussi l’occasion d’expliciter certains aspects moléculaires de ce 
syndrome aujourd’hui encore difficilement quantifiable chez l’Humain, mais également 
d’appuyer le rôle central que doivent jouer les modèles murins dans les études de thérapie, 
en particulier en ce qui concerne le déficit cognitif. 



 

Chapitre I 

Rôle de la dystrophine 
complète (Dp427)
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I. Perception, apprentissage associatif et fonctions 
exécutives 

1. Contexte de l'étude 

La dystrophie musculaire de Duchenne est un syndrome neuromusculaire lié à une 
mutation dans le gène dmd du chromosome X qui conduit à la perte de la dystrophine, 
protéine du cytosquelette, normalement exprimée à la fois dans le cerveau et dans le 
muscle. Le phénotype des patients est très hétérogène, associant des altérations 
cognitives variables et non évolutives à une dégénération musculaire progressive. Cette 
variabilité s’explique par la complexité du gène dmd, qui code pour 6 dystrophines de taille 
variable possédant chacune plusieurs variants d’épissage. La perte de la forme la plus 
courte (Dp71) aggrave fortement le phénotype cognitif, cependant, de nombreuses études 
suggèrent que la perte de la dystrophine complète (Dp427) peut suffire pour induire des 
altérations cognitives. Les fondements de ces déficits pourraient résider dans son 
expression cérébrale, au niveau des synapses inhibitrices de l’hippocampe, du cervelet et 
des aires corticales. Ces régions sont connues pour jouer un rôle dans les processus du 
langage, de la lecture, de l’apprentissage visuospatial, de la mémoire à court et long terme, 
ou encore de la mémoire de travail, fonctions qui sont altérées chez les patients DMD. 

2. Méthodologie 

Dans ce travail, nous avons entrepris une vaste étude comportementale, chez la souris 
mdx déficiente en dystrophine Dp427. Pour les tests comportementaux, nous avons utilisé 
des souris âgées de 10 à 16 semaines, période où l’animal ne présente que peu de 
symptômes musculaires, afin de n’avoir qu’une faible incidence sur la locomotion dans les 
tâches comportementales. Des femelles hétérozygotes (mdx/+) sont accouplées avec des 
mâles mdx (mdx/Y) afin d’obtenir dans la même portée des mâles sauvages WT (+/Y) et 
des mâles mdx (mdx/Y), générant des groupes expérimentaux le plus homogène possible 
en terme de proximité génétique en dehors de la présence de la mutation.  
Les méthodologies utilisées dans cette étude sont relativement classiques et basées sur 
des tests dont les bases anatomo-fonctionnelles sont connues. Nous avons tout d’abord 
vérifié l’intégrité de la perception et du filtrage sensoriel auditif, avant d’utiliser ces stimuli 
dans des tâches d’apprentissages associatifs. La vérification de l’audition des animaux, 
nécessaire au vu de la littérature, a été réalisée en collaboration avec l’équipe de J.-M. 
Edeline, spécialisée dans ce domaine. Puis, nous avons étudié la mémoire émotionnelle en 
variant les protocoles expérimentaux afin de discriminer l’implication des différentes 
structures cérébrales classiquement impliquées dans le « circuit de la peur ». Pour aborder 
les fonctions exécutives, nous avons étudié la mémoire de travail, particulièrement sa 
sensibilité aux interférences proactives dans des tâches d’apprentissages spatiaux où des 
informations nouvellement acquises doivent être mises à jour continuellement pour la 
réussite de la tâche. Nous avons également analysé la flexibilité comportementale dans 
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des protocoles impliquant l’adaptation des stratégies d’apprentissage en réponse à des 
changements de règle. 
Les analyses immunohistochimiques ont été réalisées sur du tissu frais (non perfusé), afin 
de mieux discerner le marquage ponctiforme typique des clusters de dystrophines au 
niveau de la membrane postsynaptique des synapses inhibitrices, qui est sensible aux 
conditions de fixation des tissus. 

3. Résultats 

Nous avons premièrement confirmé la présence de la dystrophine dans toutes les aires 
corticales, l’hippocampe et l’amygdale. Particulièrement exprimée dans les neurones 
pyramidaux de la couche CA1-CA4, le marquage est plus diffus dans les zones corticales 
et dans l’amygdale, probablement du fait d’une dispersion plus importante des neurones 
corticaux par rapport aux couches denses des régions CA1-CA4 de l’hippocampe. Bien 
que d’anciennes études aient détecté la présence de dystrophines dans la cochlée 
(Dodson et al., 1995), dans l’aire auditive primaire (dans notre article) et qu’une faible 
expression soit possible dans le tronc cérébral (Lidov et al., 1993), l’absence de Dp427 
chez la souris mdx ne semble pas impacter l’audition de l’animal, ni sa capacité à filtrer les 
informations auditives dans le test d’inhibition du réflexe de sursaut. 
La sensibilité à la douleur induite par un choc électrique n’est pas altérée chez les souris 
mdx et elles montrent un phénotype identique aux souris WT dans un test d’évitement 
passif. En revanche, et c’est un résultat majeur de l’étude, la souris mdx présente un retard 
d’acquisition dans un conditionnement de peur dépendant de l’amygdale, basé sur 
l’association entre un stimulus auditif (stimulus conditionnel) prédictif de l’émission d’un 
choc électrique (stimulus inconditionnel). Nous avons également confirmé la présence d’un 
déficit de rétention mnésique à un délai de 24h dans cette tâche, et une légère altération 
des performances au cours de l’acquisition d’un apprentissage spatial en piscine. Par 
contre les souris mdx n’ont pas présenté de déficit de performance lors d’un changement 
de règle dans des tâches impliquant la mémoire de référence spatiale en piscine ou dans 
un labyrinthe radial. 

4. Conclusion 

Les déficits de mémoire à long terme de la souris mdx dans divers tests suggèrent que la 
perte de la dystrophine complète (Dp427), altération commune à l’ensemble des patients 
DMD, est à l’origine d’altérations des processus d’acquisition et/ou de consolidation 
mnésique. Les altérations que nous avons mises en évidence, d’acquisition et de rétention 
à long terme dans des tâches de peur conditionnée, suggèrent que les bases 
neuroanatomiques de ces altérations reposeraient sur un circuit impliquant l’amygdale et 
l’hippocampe. Par contre, l’absence de dystrophine ne modifie pas la perception et le 
filtrage de stimuli sensoriels, ni la mémoire de travail spatiale ou la flexibilité 
comportementale. La dystrophine semble ainsi jouer un rôle principalement dans les 
processus d’acquisition et de rappel d’apprentissages, en accord avec la littérature récente 
qui montre que les variants mononucléotidiques de la dystrophine ont un impact sur la 
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cognition dans une population humaine saine. Par contre, l’hypothèse d’un rôle de la 
Dp427 dans les fonctions exécutives n’est pas validée dans ce modèle murin, et les 
altérations spécifiques de ces processus cérébraux pourraient dépendre de mutations 
affectant d’autres formes de dystrophines. 
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a b s t r a c t

Duchenne muscular dystrophy (DMD) is associated with language disabilities and deficits in learning and
memory, leading to intellectual disability in a patient subpopulation. Recent studies suggest the presence
of broader deficits affecting information processing, short-term memory and executive functions. While
the absence of the full-length dystrophin (Dp427) is a common feature in all patients, variable mutation
profiles may additionally alter distinct dystrophin-gene products encoded by separate promoters.
However, the nature of the cognitive dysfunctions specifically associated with the loss of distinct brain
dystrophins is unclear. Here we show that the loss of the full-length brain dystrophin in mdx mice does
not modify the perception and sensorimotor gating of auditory inputs, as assessed using auditory brain-
stem recordings and prepulse inhibition of startle reflex. In contrast, both acquisition and long-term
retention of cued and trace fear memories were impaired in mdx mice, suggesting alteration in a
functional circuit including the amygdala. Spatial learning in the water maze revealed reduced path
efficiency, suggesting qualitative alteration in mdx mice learning strategy. However, spatial working
memory performance and cognitive flexibility challenged in various behavioral paradigms in water
and radial-arm mazes were unimpaired. The full-length brain dystrophin therefore appears to play a role
during acquisition of associative learning as well as in general processes involved in memory consolida-
tion, but no overt involvement in working memory and/or executive functions could be demonstrated in
spatial learning tasks.

! 2015 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Duchenne muscular dystrophy (DMD) is a common X-linked
neuromuscular disorder caused by mutations in the dmd gene that
prevent expression of dystrophin (Dp427, dystrophin protein of
427 kDa), a cytoskeletal protein normally expressed in both mus-
cles and brain. This syndrome is associated with non-progressive
cognitive and behavioral disabilities leading to compromised aca-
demic achievements and intellectual disabilities (ID) in a patient
subpopulation. The etiology of the central defects is complex due
to the variable location of mutations within the dmd gene, which
may affect several shorter C-terminal brain dystrophins normally

produced from independent promoters (reviewed in Perronnet &
Vaillend, 2010; Waite, Tinsley, Locke, & Blake, 2009). While geno-
type–phenotype studies unveiled that the severity of ID increases
with the cumulative loss of different dystrophins (Desguerre
et al., 2009), studies of heterogeneous cohorts of patients failed
to characterize the precise nature of the cognitive dysfunctions
specifically associated with the loss of distinct dmd-gene products.

Beyond global measures of the intelligence quotient (IQ), cogni-
tive functioning in DMD includes deficits in language abilities, in
reading and visuospatial learning and in both short- and
long-term memories (Snow, Anderson, & Jakobson, 2013 for a
review; Piccini et al., 2014). Impairments in working or
short-term memory and limited verbal/auditory span have been
highlighted as cardinal features of the neurocognitive profile in
DMD, even in individuals with an IQ within the normal range, sug-
gesting a link with the full-length brain dystrophin commonly lost
in all patients (Hinton, De Vivo, Nereo, Goldstein, & Stern, 2000;
Hinton, De Vivo, Nereo, Goldstein, & Stern, 2001). Recent studies,
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however, suggest the presence of a broader deficit in higher-order
cognitive processing capabilities, specifically in executive function,
which might constitute a core endophenotype leading to cognitive
deficits in DMD (Donders & Taneja, 2009; Mento, Tarantino, &
Bisiacchi, 2011; Wicksell, Kihlgren, Melin, & Eeg-Olofsson, 2004).
Executive functions refer to a set of control processes that optimize
performance in cognitive tasks, mediate adapted and flexible
behaviors and contribute to the temporal encoding and effortful
processing in working memory required for response selection.
Deficits in both memory processes and executive functions are
likely related to the absence of brain dystrophin in central
synapses of hippocampus, cerebellum and cortical areas including
prefrontal cortex regions (Lidov, Byers, & Kunkel, 1993). Putative
sensory processing disorders have also been suggested but largely
overlooked (Poysky & Behavior in DMD Study Group, 2007), yet
they might contribute to deficits in information processing and
would be in line with the expression of dystrophin in sensory
organs (Dodson, Piper, Clarke, Quinlivan, & Dickson, 1995;
Wersinger et al., 2011). Previous behavioral studies in the
dystrophin-deficient mdx mouse revealed deficits in diverse forms
of long-term memory, associated with altered synapse plasticity
and morphology (Miranda et al., 2009; Vaillend, Billard, &
Laroche, 2004; Vaillend, Rendon, Misslin, & Ungerer, 1995).
However, the possibility that brain dystrophin might play a
broader role in perception and information processing and/or in
executive functions has not been thoroughly investigated.

In the present study, we underwent a large-scale behavioral
study in mdx and littermate control mice to first explore perception
and gating of auditory stimuli, and the capacity to integrate rele-
vant auditory stimuli during acquisition of associative learning.
We then investigated working memory and its sensitivity to proac-
tive interference, using both win-stay and win-shift paradigms in
spatial learning tasks in which newly acquired information needs
to be updated on a moment-to-moment basis to guide adapted
behavior. To further address distinct properties of executive
functions, we also analyzed cognitive flexibility in spatial tasks
involving adaptation of behavioral strategies and performance
during reversal learning.

2. Materials and methods

2.1. Animals

Mice of the C57BL/10ScSn-Dmdmdx/J (mdx) mutant and
C57BL/10ScSnOlaHsd wild-type control strains were purchased
from Charles River Laboratories (Saint-Germain sur l’Arbresle,
France) and Harlan Laboratories (U.K), respectively. As the mdx
mutation is recessive and located in the dmd gene on the
X chromosome, heterozygous females (mdx/+) were mated with
wild-type inbred males (+/Y) to produce male mutant (mdx/Y)
and wild-type littermate mice (+/Y). The genotype was determined
by PCR as described (Perronnet et al., 2012). Male siblings were
kept in the same cage (two to five mice per cage) under a 12-h
light–dark cycle (light on: 7.00 a.m.) with food and water
ad libitum. Independent groups of 10–16 weeks male siblings were
used for each test. Test mice were placed in individual caging at
least 8 days before testing. All experiments were conducted blind
to the genotype and in accordance with the guidelines established
by the European Communities Council Directive (2010/63/EU
Council Directive Decree). The protocol was approved by the
ethical committee Paris-Sud and Centre (CEEA N"59).

2.2. Immunofluorescence

Brains dissected out following cervical dislocation were
fresh-frozen in powdered dry-ice and stored at !80 "C. Brains

sections (30 lm thick) were cut at !12 "C on a cryostat and
collected on Superfrost+ glass slides (Roth, France). For
immunofluorescence analysis, the slides were first thawed for
1 min at RT, immersed in an acetone/methanol fixative solution
(1:1) for 5 min at !20 "C and washed 3 times in 0.1 M
phosphate-buffered saline (PBS). Slides were then incubated first
in a blocking solution for 45 min (10% normal goat serum, 0.3%
Triton X-100, 1% bovine serum albumin), then overnight at 4 "C
in the 5G5 primary monoclonal antibody directed against the
N-terminus of full-length dystrophin (dilution: neat; gift from D.
Mornet, Montpellier), then washed and incubated with secondary
antibody conjugated to Cy3 (Jackson Immunoresearch, USA)
diluted 1:400 in PBS 0.1 M with 5% NGS and 1% BSA for 1 h at
RT. No specific dystrophin staining was observed in sections pro-
cessed from mdx mice and in control sections from WT mice when
prepared by omitting the primary antibody. Images were collected
using a laser scanning confocal microscope LSM 700 (Zeiss) at
555 nm. Stacks of 13 images (320 " 320 lm) spaced by 500 nm
were imported using an EC Plan-Neofluar 40"/1.30 Oil M27 at a
resolution of 310 nm/pixel. Stacks were processed with the
ImageJ imaging system (http://rsb.info.nih.gov/ij) using a maxi-
mum intensity projection of all the z-stack images. Brain regions
expressing dystrophin were identified using the mouse brain
Atlas (Paxinos & Franklin, 2001).

2.3. Sensory processes

2.3.1. Auditory brainstem responses
The auditory brainstem responses (ABRs) were recorded in

response to acoustic stimuli under deep anesthesia (95 mg/kg
ketamine, 24 mg/kg xylazine, I.P.). Mice were placed on a heating
blanket to avoid hypothermia. Auditory stimuli were presented
monaurally using an insert earphone (Etymotic Research ER-1,
USA) ending with a 17 mm polyethylene tubing inserted into
external auditory meatus to avoid sound reverberation on ear lobe.
ABRs were recorded using two subcutaneous electrodes (SC25,
Neuro-Services, France) located just above the tympanic bulla
and skull dorsal midline and one ground electrode placed in the
thigh. Insertion of subcutaneous electrodes was not associated
with any sign of discomfort. ABRs were collected by a
Centor-USB interface (DeltaMed, France). A session lasted
40–50 min. Each session started with click presentations (100 ls)
which contained a broad range of frequencies (2–32 kHz). This
was followed by pure tone bursts (duration: 10 ms; rise-fall time:
2 ms) delivered at specific frequencies (8, 2, 16, 24, 4, and 32 kHz)
and the session ended with click presentations to control that the
experiment did not induce acoustic trauma. Click and pure tone
bursts were presented at 70, 50, 40, 30, 20, 10, 5 and at 0 dB SPL
(decibel in sound pressure level), to quantify the ABR wave
amplitudes across decreasing stimulus intensities. Stimuli were
presented at 15 Hz, which enabled recording of stable peak
latencies. An artifact rejection procedure was used to avoid respi-
ratory and cardiac interferences (response amplitudes > 40 lV).
The signal was filtered at 0.2–3.2 kHz with a sampling rate of
100 kHz and waveforms were averaged (500–1000 waveforms
depending on the stimulus intensity) and stored for off-line analy-
ses. ABR latency was taken at the positive amplitude peak of the
waveform (Fig. 2B). Amplitude was calculated as the difference
between the positive and negative peaks of the waveform (I to I0

and III to III0, Fig. 2B). All sound intensities are expressed in dB SPL.

2.3.2. Auditory gating
The acoustic startle reflex (ASR) was induced by a high intensity

tone (pulse) and its amplitude was modulated by presentation of
non-startling low-intensity prepulses to evaluate auditory gating.

Apparatus – Testing was conducted in a conditioning chamber
(19 " 25 " 19 cm) placed on an anti-vibration table inside a dark
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ventilated sound-attenuating chamber (67 " 53 " 55 cm, StartFear
System, Panlab, Spain). The chamber was composed of black
methacrylate walls, a transparent front door, a speaker placed at
the center of the roof and a grid floor. Mice were placed in a small
non-restraining plexiglas cylinder (5 " 10 " 3.5 cm) mounted on
the grid floor 5 min prior to testing (acclimation period) and
throughout the experiment. Apparatus was cleaned with 100%
ethanol between each test. The Startle Software (StartFear
System, Panlab) controlled an audio generator to deliver a
background white noise (BWN, 65 dB, present throughout testing),
startling pulses (55 dB above BWN, 10 kHz, 40 ms), and
non-startling prepulses (0–12 dB above BWN, 10 kHz, 20 ms).

Procedure – Each trial consisted in the delivery of either one
stimulus (pulse) or one pair of stimuli (prepulse/pulse) with
inter-trial intervals (ITIs) of 10, 15 or 20 s distributed in a
pseudo-random order. Startle responses were detected and
transduced by a piezoelectric accelerometer plugged on the grid
floor; the Startle Software exported the maximum startle ampli-
tude and its latency. All mice were submitted to two sessions
(one per day), each starting by delivery of 3 startling pulses, to
ensure reliable recording of startle reflex, and ending by delivery
of 3 other startling pulses to assess stability of the startle reflex.

On the first session, the capacity of a prepulse to reduce the
amplitude of the startle reflex (prepulse inhibition of ASR, or PPI)
was evaluated by exposing mice to 6 blocks of 5 pairs of stimuli
each composed of one prepulse (0, 3, 6, 9 or 12 dB above BWN)
delivered 100 ms before a startling pulse of 120 dB (55 dB
above BWN). Distinct prepulse intensities were presented in a
pseudo-random order within each block and counterbalanced
between blocks. On the second session performed 3 days later,
the magnitude of PPI was modulated by introducing pre-
pulse/pulse intervals of different durations (100, 300 and
1000 ms) within 9 blocks of 4 pairs of stimuli composed of one
prepulse (0 or 12 dB above BWN) followed by a startling pulse of
120 dB. In both experiments, individual amplitudes and latencies
recorded in distinct blocks of trials were averaged. PPI was normal-
ized to the startle amplitude induced by the 120 dB startling
pulses that were preceded by a 0 dB prepulse and delivered within
blocks, using the following formula: %PPI = (startle amplitude
induced by a pulse preceded by a prepulse)/(startle amplitude
induced by 120 dB pulse alone) " 100.

2.4. Fear conditioning

The capacity to associate a tone (conditioned stimulus, CS) with
an incoming scrambled electric footshock (unconditioned stimu-
lus, US) was assessed in distinct paradigms to analyze the modula-
tion of performance by extinction and distraction procedures.

Apparatus – All experiments were conducted in the same appa-
ratus as for the startle and PPI experiments. However, a different
chamber context was used for retention and extinction sessions
(new context) in order to selectively analyze cued, but not contex-
tual fear conditioning. In this new context, the chamber was of the
same size but was composed of white metal walls and flat floor.
There was no light inside the test chamber. The Freezing
Software (StartFear System, Panlab) was used to control the deliv-
ery of CS and US and to apply continuous background white noise
throughout the testing periods (60 dB). Mouse activity was
detected and transduced by a piezoelectric accelerometer plugged
on the grid floor. Complete immobilization of the mouse, except for
respiration, was regarded as a freezing response. The Freezing
Software (Panlab) enabled automatic analysis of the freezing
behavior, which was previously shown in our laboratory to be
highly correlated with measurements made manually or with
videotracking systems. The apparatus was cleaned with 100%
ethanol between each animal.

2.4.1. Footshock threshold test
Mice were individually placed at the center of the conditioning

box and allowed for a 2-min habituation period, after which elec-
tric footshocks (duration: 2 s) of gradually increasing intensities
(from 0.05 mA; increment: 0.05 mA) were administered every 20
s. The intensities required to elicit flinching, jumping and vocaliz-
ing behaviors were recorded.

2.4.2. Delay cued fear conditioning
Following a 2-min habituation period allowing free exploration

of the test chamber, mice were presented with 5 CS–US pairs deliv-
ered at variable intervals of 60–180 s distributed in a
pseudo-random order (acquisition). In a separate experiment with
distinct groups of mice, the acquisition session was repeated in the
same condition 24 h after the end of the first session, to increase
the strength of conditioning. In both sessions, the US (0.4 mA, 2
s) was delivered immediately after the end of the tone (80 dB,
10 kHz, 30 s). During the next two days (retention 1 and 2), mice
were placed in a new chamber context and presented with 16 CS
alone (no electrical footshock) at intervals of 60–150 s distributed
in a pseudo-random order.

2.4.3. Trace fear conditioning
On the first day mice were allowed to freely explore the condi-

tioning chamber for 5 min. On the second day the acquisition
phase started with a 3-min free exploration period, followed by
delivery of 6 CS–US pairs separated by intervals of 120, 180 or
240 s. In each pair, the footshock (US) was delivered 30 s (trace)
after the end of the tone (80 dB, 10 kHz, 15 s). On the third day
(retention session), the mice were placed in a new context and pre-
sented with three CS delivered alone (no electrical shock) with a 60
s interval between CS. Three hours later, mice were placed back in
the initial acquisition context for 5 min to evaluate contextual fear
memory.

2.4.4. Inhibitory avoidance learning
The apparatus was in white plexiglas with 20 cm-high walls. It

consisted of a brightly lit compartment as the shock-free zone
(40 " 15 cm; illumination: 600 lx) connected by a trap door
(6 " 6 cm) to a dark compartment (15 " 15 cm; illumina-
tion < 10 lx) with an electrified grid floor. The acquisition session
consisted of a single trial during which the mouse was placed in
the center of the shock-free zone for 30 s before opening the trap
door. The latency to enter the electrified zone was recorded; the
trap door was closed as the mouse stepped into the dark compart-
ment and a footshock was delivered after 5 s (0.4 mA, 2 s); the
mouse was allowed a 15 s recovery period in the dark compart-
ment before returning to its home cage. Retention testing in sepa-
rate groups of mice (both genotypes) took place 24 h, 72 h and
1 week post-training. No footshock was delivered during the reten-
tion sessions and the latency to step into the dark compartment
(600 s ceiling) was taken as a measure of retention.

2.5. Spatial learning

2.5.1. Reversal learning and working memory in the radial maze
Apparatus – The automated radial maze (Ugo Basile, Italia) had a

central platform (16 cm in diameter) and eight arms (5.5 " 35 cm)
customized with low-profile walls (height: 1 cm; initial step from
door: 8 " 7 cm length) to avoid falls and to optimize the visibility
of extra-maze cues for allocentric spatial orientation. The maze
was placed on an 80 cm-high table in the center of a room contain-
ing several distal visual cues (door, desk, two halogen lamps, flat
drawing and relief sculpture on the wall) that were not placed in
front of any specific arm to avoid simple guidance strategies. A
guillotine-like mechanism operated from a manual control unit

R. Chaussenot et al. / Neurobiology of Learning and Memory 124 (2015) 111–122 113



enabled to quickly but silently open and close individual sliding
doors at the entrance of each arm.

General procedure – Mice were changed to individual caging
12 days before testing. After 8 days of habituation to their new
housing conditions, the mice were handled twice daily and a water
restriction regimen started after 2 days. Each day, mice were then
allowed to drink 0.2 ml of a 0.1% saccharine solution, to get famil-
iarized with the reward used for training, and 1 ml of water. Mice
were weighted daily and maintained at 85–90% of their initial
weight. Testing started with two days of free exploration of the
maze with all doors opened, during which mice could retrieve 3
(on the first day) to 1 (the second day) drops of the saccharine solu-
tion in each arm (15 ll solution per drop). Mice were given 1 ml
drinking water after testing. The following days consisted in suc-
cessive training sessions in one of the two paradigms described
below.

Reversal learning – Mice were first submitted to a win-stay para-
digm composed of a 10!day acquisition phase, during which mice
were trained to retrieve one reward placed in a small cup at the
end of one single baited arm, in 6 consecutive trials per day.
Each trial started by placing mice on the central platform for 15 s
before the opening of all doors. The baited arm remained the same
throughout the initial discrimination task for a given mouse. On
day 11, the reward was moved to a new baited arm located 135"
anticlockwise from the previously baited arm and the mice were
allowed to learn the new rewarded position for 5 days (6 trials
per day). Throughout learning, each trial was completed when
the mouse reached the end of the baited arm and returned to the
central platform after consuming the reinforcement, or after a
maximum duration of 300 s. Mice were then returned to their
home cage for 60 s before the start of the next trial. Reference
memory errors were defined as first visits into non-baited arms
and working memory errors as re-visits of non-baited arms within
the same trial. The latency of the first visit and trial duration were
also recorded.

Spatial working memory – The acquisition phase lasted 7 days
and consisted of 2 trials per day (see Fig. 4E). Each trial started
by placing the mouse on the central platform before door opening.
For the presentation phase, only 3 doors were opened to provide
access to only three baited arms. Mice were then maintained on
the central platform for 15 s. During the choice phase, six doors
were simultaneously opened, giving access to the three previously
baited arms and to three novel arms. Only the 3 novel arms were
baited during the choice phase. Distinct sets of arms were used
across trials. On day 8, working memory performance was chal-
lenged by increasing the delay between the presentation and
choice phases to 30 s instead of 15 s. On day 9, a marble was placed
in the first third of each arm as a distracting object that could be
explored by mice on their way to retrieve the rewards. The marbles
were fixed close to the profile walls and did not obstruct the way to
the reward.

2.5.2. Navigation and reversal learning in the water maze
Apparatus – The maze was a circular tank (150 cm in diameter)

filled with water (21–22 "C) to 7 cm below the top of the sidewall,
made opaque by addition of a white non-toxic paint (Opacifier 631,
Morton SA, France). A circular escape platform (11 cm in diameter)
was placed in the center of the maze during pre-training or in the
center of a quadrant (40 cm from the wall) during training. The
platform placed 0.5 cm below the water surface was not visible.
The maze was placed in a well-lit room (380 lx) containing several
extra-maze cues. A video camera mounted on the ceiling was con-
nected to a computer located in an adjacent room and the data
were recorded and analyzed using the Any-Maze Video Tracking
System (Stoelting, USA).

Procedure – One day before training, the mice underwent four
trials during which they were trained to find and stay on the
escape platform for 60 s (pre-training). Then, the training phase
lasted 14 days and consisted of 4 successive trials during which
the platform was always located in the same quadrant for a given
mouse. Mice were introduced into the water maze from three
different starting points in the quadrants that did not contained
the platform and was allowed to swim freely until it reached the
platform. Mice failing to find the platform after 90 s were gently
guided to it by hand and a maximum escape latency of 90 s was
recorded. Mice remained 60 s on the platform before the start of
the next trial. After the training phase, the platform was moved
in the opposite quadrant and mice were given 6 additional days
of training to learn the new platform position (reversal).
Individual swim paths were recorded with the ANY-maze software
and the following parameters were analyzed: the swim speed, the
distance swum, and the time spent in various virtual areas of the
maze: the four quadrants, the four platform annuli representing
the putative platform positions, four extended annuli (48 cm in
diameter) surrounding platform positions, and a virtual corridor
(19 cm in width) set along the wall to quantify thigmotaxis. Path
efficiency was defined as an index of the efficiency of the path
taken by the animal to get from its start position to the platform,
with a score of 1 indicating perfect efficiency (straight line
trajectory).

3. Results

3.1. Expression of brain dystrophin

In WT mice, dense dystrophin immunoreactivity (IR) was
observed in neurons of all cortical areas, hippocampus and
amygdala (Fig. 1). Dystrophin IR was characterized by punctate
staining along the plasma membrane of neuronal bodies and in
the dendritic fields, reflecting specific dystrophin expression in
central inhibitory synapses (Knuesel et al., 1999). As expected,
hippocampal dystrophin IR was restricted to the pyramidal
neurons of the CA1–CA4 subfields and was particularly intense
within stratum pyramidale, stratum oriens and proximal dendritic
layer of stratum radiatum. In both cortical and amygdala areas,
punctate IR was more scattered, likely due to reduced neuronal
packing in these regions compared to hippocampus. In mdx mice
no specific punctate dystrophin immunoreactivity was observed
(see Fig. 1, right panels only shows unspecific staining of blood
vessels also observed when the primary antibody was omitted),
indicating that dystrophin was lost in both hippocampo-cortical
and amygdalo-cortical functional networks.

3.2. Hearing and sensory gating of auditory stimuli

Previous studies of auditory perception in mdx mice led to con-
flicting results, showing either hearing loss when tested with clicks
containing a broad range of frequencies (2–32 kHz) (Raynor &
Mulroy, 1997) or normal hearing when tested with pure frequency
sounds (Pillers et al., 1999a). Here, we increased the number of
averages and stimulus rate (15/s) to eliminate non-specific signals
from respiratory and cardiac activity in baseline recordings and we
applied decreasing ramps of auditory stimulus intensities to
undertake a fine analysis of auditory brainstem responses
(Gourévitch, Doisy, Avillac, & Edeline, 2009). This allowed us to
obtain better accuracy of hearing thresholds recorded in response
to clicks (2–4 dB instead of 20–40 dB) and to generate highly
discriminant audiograms for pure tone frequencies (Chabout,
Cressant, Hu, Edeline, & Granon, 2013; Willott, 2006). The ABR
thresholds (expressed in dB SPL) at presentation of clicks and pure
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tones are displayed in Fig. 2A. ABRs thresholds were comparable
between genotypes in response to the click delivered at start
(p > 0.6) and end of the experimental session (p > 0.7). The start
and end threshold were comparable, indicating that the protocol
did not induce any hearing loss in any genotype (p > 0.6). ABRs
threshold in response to pure tones exhibited a typical V-shape
curve (frequency effect: p < 0.001) with an optimal threshold
detected at 8 kHz. No difference was found between genotypes

(genotype: p > 0.9; genotype " frequency effects: p > 0.7). We fur-
ther undertook a detailed analysis of the four waves composing
the ABR triggered by the clicks and the 8 kHz tones at variable
intensities (see a sample trace in Fig. 2B). Fig. 2C and D shows
the latencies and amplitudes of waves I and III recorded at 70 dB,
which reflect the response of the auditory nerve fibers and the
superior olivary complex, respectively. Both latencies and ampli-
tudes were comparable between genotypes for these two waves,

Fig. 1. Dystrophin immunoreactivity. Sample images show punctate immunofluorescent staining detected in WT mice (left) and lack of specific dystrophin immunoreactivity
in mdx mice (right) in hippocampal CA1 (CA1), prelimbic cortex (PrL), dorsolateral part of lateral amygdaloid nucleus (LaDL) and primary auditory cortex (AU1), as indicated.
Fluorescent staining of some blood vessels in mdx mice was also observed when the primary antibody was omitted and is therefore attributed to unspecific binding of the
anti-mouse secondary antibody. Each image reflects the maximum intensity projection of stacks of thirteen images spaced by 500 nm. Arrow heads point to sample cell
bodies. SO: stratum oriens; SP: stratum pyramidale; SR: stratum radiatum. Scale bar: 20 lm.
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as well as for the other ABR waves (not shown). No genotype dif-
ference was found when these waves were analyzed at different
stimulus intensities.

Following this demonstration of normal hearing in mdx mice,
we further determined their capacity to efficiently integrate and
gate auditory stimuli using a paradigm based on inhibition of the
startle reflex. We first confirmed that delivery of 120 dB pulses eli-
cited startle responses of comparable amplitudes in the two geno-
types (p > 0.2), reflecting unimpaired startle reflex in mdx mice. As
shown in Fig. 2E, the addition of a non-startling prepulse (3–12 dB
above the 65 dB background noise) delivered 100 ms before the
120 dB startling pulse induced a progressive decrease in startle
amplitude as a function of prepulse intensity (p < 0.001), reflecting
prepulse-induced inhibition of the startle response (PPI). The per-
cent decrease in the startle response was comparable between
genotypes for all prepulse intensities (p > 0.5). As shown in
Fig. 2F, increasing the delay between the prepulse and the startling
pulse from 0.1 to 0.3 or 1 s induced a delay-dependent increase in
startle amplitude, i.e., a decrease in PPI (p < 0.001). The startle
amplitude recorded in response to the prepulse delivered 1 s
before the startling pulse was not significantly different from the
amplitude recorded in the absence of prepulse (p > 0.9; one sample

sign test). The delay-dependent changes in PPI were comparable
between genotypes (genotype effect: p > 0.7; genotype " delay
interaction: p > 0.9). Hence, auditory sensory gating was not
altered in mdx mice.

3.3. Associative learning and fear memories

We first used the footshock threshold test as a control experi-
ment for shock sensing in the two genotypes (Fig. 3A). This clearly
showed that footshock threshold intensities required to elicit
flinching, jumping and vocalizing responses were statistically com-
parable between genotypes (p > 0.3). Flinching was the first type of
behavioral response displayed for low intensities (<0.1 mA), which
is below the intensities used during conditioning experiments
(0.4 mA).

During inhibitory avoidance testing, mice could rapidly learn to
escape from footshock delivery by avoiding entries into the dark
compartment of the apparatus. During acquisition, the latency to
enter the dark compartment was statistically comparable in the
two genotypes (p > 0.3; not shown) and both mdx and WT mice
therefore received a footshock in this compartment within the first
minute after introduction into the apparatus. During retention

Fig. 2. Auditory brainstem responses (ABR) recorded in WT and mdx mice. (A) ABR thresholds for clicks and pure tone frequencies demonstrate normal hearing in mdx mice.
(B) Sample ABR to a click at 70 dB, showing the successive waves labeled I to IV (positive peaks) and I0 to IV0 (negative peaks). Wave I arises from the auditory nerve and waves
II to IV reflect evoked activity at different relays of the auditory brainstem. Gray arrow: click presentation. (C) Latencies and amplitudes of waves I and III following click
presentations. (D) Latencies and amplitudes of waves I and III following stimulation at 8 kHz. (E) Prepulse inhibition of the acoustic startle reflex (PPI), expressed as the
amplitude of the startle response when the startling pulse was preceded by a prepulse of 3, 6, 9 or 12 dB above background noise. Data are normalized to the maximal
amplitude recorded in the absence of prepulse. (F) Normalized startle response amplitude when the prepulse (12 dB above background) was presented 0.1, 0.3 or 1 s before
the startling pulse.
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sessions performed at distinct post-training intervals (24 h, 72 h,
1 week) (Fig. 3B), the latencies to enter the dark compartment
were largely increased regardless of the genotype (>6 min) and
there was no significant genotype effect (all intervals, p > 0.4).
Increasing illumination in the lit box (from 600 to 2000 lx) and
decreasing footshock intensity (0.3 mA instead of 0.4 mA) with
the aim of enhancing preference for the dark compartment did
not lead to any different conclusion (p > 0.3; experiment per-
formed in a separate group of mice, data not shown).

During cued fear conditioning, mice of both groups showed a
progressive acquisition of associative fear learning (Fig. 3C; acqui-
sition), as reflected by increases in the percent time spent express-
ing a fear response (% freezing; p < 0.001) during delivery of the

five conditioning auditory stimuli (CS). However, mdx mice showed
a reduced rate of acquisition compared to WT mice (geno-
type " trial interaction: p < 0.05), with shorter periods of freezing
across CS–US pairings (genotype effect: p < 0.01), yet they finally
reached a level of performance comparable to that of WT mice dur-
ing the last CS–US delivery. In contrast, the amount of freezing was
comparable between genotypes during the inter-trial intervals that
followed US delivery (p > 0.05; not shown), indicating comparable
responsiveness to the pain induced by the electric shock and high-
lighting that the deficit in mdx mice was specifically expressed in
response to the CS. On the next day (retention 1, 24 h later), 16
CS were successively delivered without US. Mdx mice showed a
reduced amount of freezing compared to WT mice during the first

Fig. 3. Associative learning and fear memory in WT and mdx mice. (A) Threshold of footshock sensing expressed by the intensity (mA) at which a single 2-s footshock elicited
flinching, jumping and vocalizing behaviors. (B) Inhibitory avoidance expressed by the latency to enter the dark compartment during retention tests performed 24 h, 72 h and
1 week post-training. (C) Delay cued fear conditioning. Performance is expressed as the percent time spent freezing to the CS during the acquisition session and the two
retention sessions performed at 24 h intervals. (D) Delay cued fear conditioning with two sessions of acquisition. Performance is expressed by the percent time spent freezing
to the CS during acquisition and retention sessions. (E) Trace Fear conditioning. Performance during acquisition is expressed by the percent time spent freezing during
presentation of the CS (left panel) and during a period including CS presentation and trace (middle panel). Retention performance is expressed by the percent time spent
freezing to CS.
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block of 4 CS (p < 0.001), while they later reached the same level of
performance as WT mice during the last block (CS 18–21: p > 0.1).
No extinction of the fear response was expressed in any group dur-
ing this retention session. On the next day (retention 2, 48 h after
the end of acquisition), the amount of freezing was again lower in
mdx than in WT mice (p < 0.05), thus confirming the deficit in mdx
mice. Separate groups of mice were submitted to two consecutive
days of acquisition to increase the strength of acquisition (Fig. 3D).
Analysis of performance confirmed the delayed acquisition in mdx
mice during the first five CS–US pairings (genotype effect; first
session: p < 0.05). During the second session performed in the
same conditions, both genotypes expressed comparable perfor-
mance (p > 0.2). However, this did not prevent expression of a
long-term retention impairment in mdx mice during the retention
session performed 24 h later in a new context (p < 0.01).

During trace fear conditioning the amount of freezing expressed
in response to the CS was lower in mdx than in WT mice (p < 0.05),
yet both genotypes reached comparable performance during the
last trials (Fig. 3E, left panel). The magnitude of the genotype
difference appeared to be milder in this experiment compared to
that of the cued fear paradigms described above. However, it is
noteworthy that the maximal performance achieved by WT mice
was lower during trace fear conditioning than during cued fear
conditioning, likely due to increased task difficulty. Moreover,
the duration of the tone was 15 s instead of 30 s, which could
have reduced detection of genotype differences in freezing.
Quantification of freezing during a 45 s period including the tone
delivery (15 s) and trace (30 s), however, confirmed the delayed
acquisition in mdx mice (p < 0.05; Fig. 3E, middle panel). During
the retention session performed 24 h later, mdx mice exhibited a
deficit in performance during presentation of the CS alone
(p < 0.05; Fig. 3E, right panel). No genotype difference was detected
during the context test performed 3 h later (not shown).

3.4. Spatial cognitive flexibility and working memory

To address cognitive flexibility, mice were first submitted to a
reference spatial memory task followed by reversal learning in a
water maze. No main genotype difference was detected for the
time needed to reach the platform (not shown) and distance swum
to the platform (Fig. 4A) during either acquisition or reversal
sessions. However, both parameters were associated with a signif-
icant genotype " day interaction during the acquisition phase
(time to platform: p < 0.05; distance: p < 0.05), suggesting altered
performance progression in mdx mice during training. This was
confirmed by a reduced path efficiency in mdx mice during the
acquisition phase (genotype effect: p < 0.05; Fig. 4B). This was
not associated with differences in swim speed (p > 0.1) or thigmo-
taxis (p > 0.3), suggesting genuine alteration in learning processes.
Of note, however, the swim speed was transiently reduced in mdx
mice during the first 3 days of training (p < 0.001), a period during
which they expressed longer times to reach the platform (p < 0.05)
and did not show improvement in the distance swum to the
platform in contrast to WT mice (genotype " distance interaction:
p < 0.01), suggesting a deficit in procedural learning during the first
training sessions in mdx mice. Reversal on day 15 induced a drop in
performance in both mdx and WT mice, characterized by a longer
distance swum to the platform compared to the last days of
acquisition (last training vs first reversal sessions: p < 0.01; geno-
type " sessions interaction: p > 0.6). No difference was found
between genotypes during reversal learning for any parameter.
Both groups displayed comparable number of crossings of the pre-
vious target position (p > 0.9), distance swum in the quadrant and
annulus surrounding the previous target position (not shown).

The relationship between cognitive flexibility and spatial work-
ing memory was investigated in the radial maze. Mice were first

submitted to a win-stay paradigm, during which only one arm
was baited (always the same for a given mouse) during 10 days
(acquisition; 6 trials per day), and then to a 5-day reversal phase
during which the bait was moved to a different arm (reversal).
During the initial 2-day habituation phase, mdx and WT mice
had comparable latencies to visit the first arm (p > 0.2, not shown)
and visited the same number of arms (p > 0.1, not shown). In both
genotypes, the latency of the first visit was shorter (p < 0.05) and
the total number of visits was conversely larger (p < 0.001) during
the second day, indicating rapid familiarization to the maze.
Latencies then remained stable throughout the experiment
(p > 0.6) and comparable in the two genotypes (p > 0.7). During
acquisition, however, the time needed to complete a trial was
longer in mdx mice (p < 0.05, not shown) and the number of trials
during which mice failed to reach the cut-off criterion (21 arms
visited or a trial duration of 5 min) tended to be larger in mdx than
in WT mice (p = 0.06, not shown). Nevertheless, mdx mice progres-
sively mastered the task as well as WT mice, as shown by the com-
parable number of reference memory errors in both genotypes
(p > 0.7, Fig. 4C). Upon the first day of reversal, the number of ref-
erence memory errors increased in a similar manner in mdx and
WT mice and both genotypes rapidly learned the new baited arm
location within the 5-day reversal phase. This task also allowed
us to analyze spatial working memory performance, defined as
the number of re-entries into unbaited arms within a trial
(Fig. 4D). The number of working memory errors was statistically
comparable between genotypes across acquisition sessions
(Fig. 4D; reversal). In this paradigm, reversal typically induced a
renewed increase in the number of working memory errors
(Fig. 4D; reversal) (Björklund et al., 2001). However, working
memory errors were significantly less frequent in mdx compared
to WT mice during the first reversal session (p < 0.05), but
comparable between genotypes across the next sessions.

To further evaluate spatial working memory, we used a distinct
protocol based on a win-shift strategy in the radial maze. In this
task, each trial consisted in a presentation phase followed by a
delayed choice phase (Fig. 4E). Mice were submitted to 2 trials
per day during 7 days (acquisition), after which working memory
was challenged by increasing the delay between the presentation
and choice phases from 15 to 30 s (delay test; day 8) or by intro-
ducing a distracting object (marble) in the first third of each arm
(distractor test; day 9) (Fig. 4F–H). During the presentation phase,
the number of re-entries into the 3 baited arms was considered as
a first evaluation of working memory performance. The mean rate
of this type of error was <15% of the total number of visits (Fig. 4F).
No significant difference was detected between genotypes on this
parameter during acquisition, the delay test or the distractor test.
During the test phase, two types of errors were quantified
separately to evaluate working memory performance: type 1
errors were defined as entries into one of the 3 arms that were pre-
viously explored during the presentation phase (Fig. 4G) while type
2 errors were defined as re-entries into any of the 3 different baited
arms of this choice phase (Fig. 4H). Type 1 errors were relatively
more often observed (#30% of total visits) than type 2 errors
(#4–10%) in both genotypes, and showed no marked changes
during the delay or distractor tests. No significant genotype
difference was detected for any type of errors during acquisition,
delay test or distractor test.

4. Discussion

Pioneer studies in dystrophin-deficient mdx mice provided evi-
dence that the mice present a wide range of cognitive deficits char-
acterized by long-term retention deficits in various learning and
memory tasks, suggesting dysfunction of consolidation processes
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that depend on hippocampal integrity, rather than genuine impair-
ments in acquisition and/or short-term processing of information
(reviewed in Perronnet & Vaillend, 2010). In the present study,
however, we found that both acquisition and retention of fear
memories are impaired in mdx mice. Because asymptotic learning
performance is normally achieved within minutes in a single con-
ditioning session, it may not implicate a slow-building consolida-
tion process. Our results therefore suggest for the first time that
acquisition processes are impaired during associative learning in
dystrophin-deficient mice. In cued fear conditioning, additional
training during a second acquisition session 24 h after the first
training session allowed mdx mice to display a level of perfor-
mance comparable to that of WT mice during the second session.
However, this did not prevent expression of a retention deficit
24 h post-conditioning in mdx mice, suggesting that consolida-
tion/recall processes were also altered.

There is no overt evidence for a putative altered expression of
fear that could account for the performance deficit of mdx mice
during acquisition of the CS–US association, and we showed that
their behavioral responses to electric shocks are comparable to
that of littermate controls, suggesting unaffected algesia.
Although mdx mice do not show severe muscle wasting up to
one year old due to compensatory muscle regeneration (Pastoret

& Sebille, 1995), younger adult mdx mice may display reduced
muscle force, motor uncoordination, hypoactivity and enhanced
emotional reactivity in response to stressful events, which could
affect behavioral responses in this model (e.g., Goyenvalle et al.,
2015; Grady, Wozniak, Ohlemiller, & Sanes, 2006; Perronnet
et al., 2012; Sekiguchi et al., 2009; Vaillend et al., 2004).
However, the young adult mdx mice tested here (10–16 weeks
old) did not show major motor deficits, as their activity during
habituation sessions as well as their swim speed and latencies to
find the platform in the water maze and to visit arms in the
radial-arm maze were globally unaffected. Moreover, the motor
deficits and increased fearfulness in mdx mice are usually associ-
ated with longer periods of immobility compared to WT mice,
whereas the fear conditioning deficits reported here were charac-
terized by a reduced duration of immobility (freezing). Therefore,
it seems unlikely that the learning and memory deficits in mdx
mice could be secondary to motor dysfunction.

A complex set of interacting factors and cognitive processes
required for initial memory processing could potentially be
affected by the loss of brain dystrophin, due to its widespread
expression in the nervous system, including in sensory organs.
Although dystrophin is normally expressed in the inner and outer
hair cells of the cochlea (Dodson et al., 1995), we demonstrated

Fig. 4. Spatial learning and memory in WT and mdx mice. (A and B) Spatial learning (days 1–14) and reversal (days 15–20) in the water maze task. During reversal, the
platform was moved to the opposite quadrant (see drawing insets). Performance is represented by the distance swum to reach the platform (A) and the path efficiency (B), an
index of the efficiency of the path from start to platform position with a score of 1 indicating perfect efficiency (straight line trajectory). (C and D) Spatial learning (days 1–10)
and reversal (days 11–15) in the radial-arm maze. The baited-arm position remained constant during acquisition, and was then moved 135" anticlockwise for reversal
learning (see drawing insets). Performance is represented by the number of reference memory errors defined as first visits into non-baited arms and working memory errors
defined as re-entries into non-baited arms. (E and H) Spatial working memory. Each trial (E) started by a presentation phase during which mice can access only three arms
(black arms), followed, after 15-s isolation on the central platform, by a choice phase during which mice had access to the three previously baited arms and three novel arms
(E, gray arms). Distinct sets of arms were used across trials. Working memory was first evaluated during 7 days and then challenged by increasing the delay between phases
(15–30 s, delay test, day 8) or by introducing in each arm a distracting object at the first third of their length (distractor test, day 9). (F) Number of re-entries into baited arms
during the presentation phase. (G) Number of type I working memory errors defined as entries into any of the 3 arms previously explored during the presentation phase. (H)
Number of type II working memory errors defined as re-entries into any of the 3 novel baited arms of this choice phase.
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here that auditory brainstem responses are unaltered in mdx mice,
suggesting a minor impact of dystrophin loss in the initial steps of
auditory perception. This was confirmed by our observation of typ-
ical orientation behavior toward auditory tones during fear condi-
tioning. Likewise, despite loss of dystrophin expression in
photoreceptor terminals and inner nuclear layer neurons
(Wersinger et al., 2011), mdx mice have normal electroretinogram
(Pillers et al., 1999b) and preserved visual capacities in spatial
learning tasks (Vaillend et al., 1998; Vaillend et al., 2004). Hence,
the putative role of dystrophin Dp427 in sensory perception
appears to be of minor importance. Interestingly, dysfunction of
visuospatial memory was reported in DMD patients with distal
mutations affecting C-terminal dystrophin products (D’Angelo
et al., 2011), suggesting that other forms of dystrophin may have
a more important function in sensory functions. Beyond sensory
perception, certain DMD patients present features of children with
sensory processing disorders, though this is not currently included
in diagnosis strategies for DMD (Poysky & Behavior in DMD Study
Group, 2007). It is however important to determine whether dys-
trophin loss may modify the ability to detect, modulate and/or
respond appropriately to sensory stimuli, as this might contribute
to the altered auditory working-memory load and delayed lan-
guage acquisition often reported in DMD patients, and, in mdx
mice, to the deficits observed in learning an association between
an auditory stimulus and an aversive event. To address this issue
for the first time, we investigated the capacity of mdx mice to filter
and gate auditory inputs using prepulse inhibition (PPI) of the
acoustic startle reflex, a translational model frequently used to
detect deficits in sensorimotor gating or early attentional control
in neuropsychiatric disorders (Kohl, Heekeren, Klosterkötter, &
Kuhn, 2013; Powell, Zhou, & Geyer, 2009). PPI is based on the deliv-
ery of a weak auditory prepulse that attenuates the response to a
subsequent startling stimulus. It is regulated by a cortico-limbic
striato–pallidal circuit and modulated by various neurotransmit-
ters including GABA (e.g., Leppä et al., 2011; Yeomans et al.,
2010), and is thought to be predictive of performance in cognitive
tasks. In this test, mdx mice displayed normal levels of PPI in
response to various prepulse intensities and various intervals
between the prepulse and the startling stimulus, suggesting that
the initial processing of sensory inputs is not altered.

Defining the neuroanatomical basis of impaired fear condition-
ing in mdx mice is complex, as the synaptic expression of dys-
trophin Dp427 encompass all cortices and several subcortical
brain structures (Lidov et al., 1993). The main brain structures that
could underlie acquisition and retention deficits in both
auditory-cued delay and trace fear conditioning, as demonstrated
here in mdx mice, are the amygdalar nuclei (lateral, basolateral
and central nuclei), the thalamus and the auditory cortex, albeit
the periaqueductal gray and the striatum (caudate putamen,
nucleus accumbens) have also been involved in these processes
(Herry & Johansen, 2014). However, the thalamus, periaqueductal
gray and striatum do not normally express dystrophin, the stria-
tum being used as a control structure in some studies (Knuesel
et al., 1999; Lidov et al., 1993). Besides, the unaltered modulation
of the acoustic startle reflex in mdx mice suggests that the function
of auditory cortices, as well as of cochlear, brainstem and motor
neurons, are largely unaffected (Koch, 1999). Hence, amygdalar
dysfunction appears to be a main hypothesis to explain the fear
conditioning deficits in mdx mice, in line with the proposed neuro-
biological basis of enhanced defensive behavior in this model
(Sekiguchi et al., 2009). We cannot rule out that other structures
contributing to fear conditioning processes, such as the hippocam-
pus, cerebellum and other cortical areas (e.g., entorhinal and
perirhinal cortices) (Esclassan, Coutureau, Di Scala, & Marchand,
2009a; Esclassan, Coutureau, Di Scala, & Marchand, 2009b;
LeDoux, 2000), may participate to the observed deficits. These

structures normally express dystrophin Dp427. Moreover, an
impaired clustering of GABAA receptors has been characterized in
mdx mice in central inhibitory synapses in hippocampus, amygdala
and cerebellum – but not in the striatum – (Knuesel et al., 1999;
Sekiguchi et al., 2009; Vaillend et al., 2010) and this has been asso-
ciated with altered synaptic plasticity in these structures
(Anderson, Morley, & Head, 2010; Dallérac et al., 2011; Sekiguchi
et al., 2009; Vaillend et al., 2004). Altered GABAergic function in
these regions could be a basis of the learning and memory deficits
in mdx mice (Makkar, Zhang, & Cranney, 2010), since previous
studies unveiled hippocampal-dependent (Perronnet & Vaillend,
2010; for a review) and cerebellum-dependent deficits in this
model (Grady et al., 2006), while our present results suggest a
major involvement of the amygdala. GABAergic function has not
been assessed in cortical areas of mdx mice, but several studies
highlighted widespread changes in the density and spatial organi-
zation of cortical interneurons: Initial studies pointed to the senso-
rimotor cortex (Sbriccoli et al., 1995), but it remained unclear
whether the changes reflected a brain deterioration secondary to
altered motor input or a primary central alteration. Further inves-
tigations revealed alterations in cortical areas not primarily related
to sensorimotor integration, such as in the anterior cingulate cor-
tex (Carretta et al., 2004), suggesting that the integrity of several
cortical areas might be compromised.

Because deficits in working memory and executive functions in
DMD have not been associated with specific individual profiles of
mutations in the dmd gene (Hinton et al., 2000; Hinton et al.,
2001; Snow et al., 2013), and as altered expression of a1 and a2

subunits of the GABAA receptor in the prefrontal cortex is a poten-
tial risk factor for working memory deficits (e.g., Hashimoto et al.,
2009; Volk et al., 2002), we hypothesized that the altered
GABAA-receptor clustering due to dystrophin loss may result in
such cognitive dysfunction in mdx mice. As spatial reference mem-
ory is unaffected in mdx mice (Sesay, Errington, Levita, & Bliss,
1996; Vaillend et al., 1998; Vaillend et al., 2004), we examined
executive functions in spatial working memory and reversal learn-
ing paradigms in radial and water mazes. This allowed us to disso-
ciate temporary information storage from learning strategies and
cognitive flexibility, which are critical functions to learn associa-
tions between temporally contingent stimuli and to better cope
with changing environments. In the water maze, mdx mice showed
an initial delay in performance improvement during the first three
sessions, suggesting a transient deficit in procedural learning that
could be linked to the reduced motor coordination previously
reported in this model (Grady et al., 2006). Performance during
additional training sessions was comparable between genotypes.
Nevertheless, a fine analysis of navigational strategy revealed
reduced path efficiency in mdx mice, suggesting defective control
processes that normally enable performance optimization in cogni-
tive tasks. This also suggests that apparently normal or borderline
learning performance in dystrophin-deficient mice may mask
qualitative alterations in learning and memory processes. Such
alterations might rely on cerebellar contribution to cognitive func-
tions (Rondi-Reig & Burguière, 2005), a hypothesis also suggested
to account for the cognitive and communicative deficits in DMD
patients (Cyrulnik & Hinton, 2008). At the end of the training peri-
ods in both water and radial maze experiments, mice of both geno-
types mastered the win-stay spatial learning tasks. We then
challenged their cognitive flexibility by confronting them to rever-
sal of the learning rule during which learned contingencies did not
apply anymore, leading to higher cognitive load. The consequential
increases in reference and working memory errors were not larger
in mdx mice than in WT littermates. On the contrary, working
memory errors in the radial maze were higher in WT mice upon
reversal, which we attribute to their higher level of locomotor
activity compared to mdx mice in this task. In a win-shift paradigm
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in the radial maze, working memory performance was also unal-
tered in mdx mice and remained unaffected by the presence of a
distractor or by an increase in the interval during which more pro-
longed storage of information was needed to express correct per-
formance. This suggests a relative integrity of the executive
processes involved during spatial learning. A major dysfunction
of the prefrontal cortex seems unlikely, as mdx mice do not show
any impairment in reversal/extinction paradigms and PPI of the
acoustic startle reflex (see also Vaillend & Ungerer, 1999).

5. Conclusion

The hypothesis that impaired long-term memory may con-
tribute to impaired learning performance in DMD has been
recently raised (Lorusso et al., 2013). The long-term memory defi-
cits displayed by mdx mice in various learning tasks suggest a
direct link with the loss of the full-length brain dystrophin
(Dp427), which is absent in all DMD patients. In the present study
we found that both acquisition and long-term retention of fear
memories are defective in mdx mice. The neuroanatomical sub-
strate of these deficits remains to be specified, although involve-
ment of a dysfunctional circuit including the amygdala is
suspected, in line with the molecular and neurophysiological alter-
ations previously reported in this structure. In contrast, the
absence of brain dystrophin does not modify the perception and
gating of sensory inputs and does not impair spatial working
memory performance and spatial cognitive flexibility. In all, the
brain dystrophin Dp427 appears to play a role during acquisition
of associative learning as well as in general processes involved in
memory consolidation. This is in accordance with recent single
variant and gene-based analyses showing that dmd-gene variants
affecting this full-length brain dystrophin are associated with
general variability of cognitive ability in healthy human popula-
tions (Vojinovic et al., 2014).
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II. Emotions, fonctions motrices, Cognition et dysfonctions 
GABAergiques 

1. Contexte de l'étude 

Des études récentes ont mis en évidence un rôle inattendu pour la dystrophine complète 
Dp427, protéine responsable de la myopathie de Duchenne, dans les réponses de peur et 
de stress. Chez la souris mdx, les réponses de peur suite à un stress léger sont 
caractérisées par une immobilité tonique (freezing) exacerbée, qui rappelle le 
comportement exprimé par certaines espèces animales en présence d’un prédateur. Un 
rôle cérébral de cette protéine dans les processus émotionnels est fort probable, puisque 
ce phénotype peut être modulé par restauration ciblée de la dystrophine dans le cerveau 
(Sekiguchi et al., 2009) ou par des modifications de l’environnement olfactif du contexte 
expérimental (Yamamoto et al., 2010). 
Bien caractériser ces processus comportementaux est un défi essentiel pour la prise en 
charge des patients, qui présentent des altérations intellectuelles, comportementales et 
émotionnelles. De plus, ils peuvent constituer un très bon biomarqueur pour la validation 
des outils de thérapie génique visant à restaurer l’expression de la dystrophine dans le 
cerveau. Enfin, la réponse de peur se caractérise par une inhibition motrice durable et forte 
chez la souris, pouvant biaiser l’interprétation de certaines études comportementales si elle 
n’est pas prise en compte. La dystrophine est une protéine normalement exprimée à la 
membrane postsynaptique des synapses inhibitrices en interaction avec les récepteurs du 
GABA mais l’hypothèse d’une relation possible entre les modifications GABAergiques et 
l’expression de réponses émotionnelles et/ou motrices anormales n’avait pas été encore 
étudiée. 
Dans cette étude, nous avons donc évalué les causes et les conséquences de l’immobilité 
engendrée par ces réponses de peur exacerbées, ainsi que l’effet d’un activateur sélectif 
des récepteurs au GABA extrasynaptiques, suspectés d’être altérés chez la souris mdx. 

2. Méthodologie 

Les tests comportementaux réalisés sont classiquement utilisés dans notre équipe, utilisant 
pour certains un logiciel de suivi et d’analyse vidéo éprouvé (Any-Maze) dont certaines 
fonctionnalités ont été spécifiquement demandées au développeur pour nos besoins 
d’analyses. L’éclairement lumineux est vérifié au début de chaque expérimentation, pour 
les tests en champ ouvert, en labyrinthe en croix surélevé et dans le test de choix clair-
obscur, où ce paramètre est crucial dans les réponses d’anxiété et de stress des animaux. 
Une analyse fine des propriétés du haut-parleur de la cage de comportement utilisée pour 
le conditionnement de peur a été réalisée avec l’aide de chercheurs de notre unité 
spécialisés en bioacoustique (T. Aubin, J.-M. Edeline) et nous avons choisi de ne pas 
utiliser la fréquence de 8 kHz (bien qu’à cette fréquence l’animal possède une audition 
optimale) car le haut-parleur présentait une mauvaise restitution acoustique à cette 
fréquence au contraire des sons de 10 kHz que nous avons utilisés. La mesure de 
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l’immobilité tonique effectuée à l’aide d’une grille piézo-électrique a été préalablement 
comparée à un suivi manuel par vidéo afin de s’assurer de la validité de nos mesures des 
réponses de peur (freezing) dans cet appareil. Enfin, pour le test du réflexe de 
redressement, l’appareil en forme de V en polycarbonate a été spécifiquement construit, 
selon nos plans et en accord avec ce qui avait déjà été réalisé dans la littérature. De plus, 
les expériences ont été réalisées uniquement le matin, afin de s’affranchir des variations du 
cycle circadien, qui pouvait interférer avec l’usage du gaboxadol (Lundbeck et Merck 
l’ayant testés dans le traitement de l’insomnie ; voir Krogsgaard-Larsen et al., 1977 et le 
brevet américain n°4,278,67611). 

3. Résultats 

Nous montrons que les réponses de peur inconditionnées (freezing) sont augmentées, 
durables et résistantes à l’extinction chez la souris mdx. Constantes entre 3 et 9 mois alors 
que l’atteinte musculaire évolue au cours de cette période, elles ne dépendent donc pas 
directement d’altérations périphériques. Une sensibilité accrue à la douleur a été réfutée, 
de même qu’une altération endocrinienne, la sécrétion d’adrénocorticotrophine étant 
normale suite à un stress chez ces souris. Les réponses comportementales traduisant la 
dépression ne sont pas altérées, de même que l’exploration d’un nouvel environnement, 
cependant des déficits exploratoires en champ ouvert sont mis en évidence, ainsi qu’une 
augmentation de l’anxiété dans un test de clair-obscur. Nous avons également observé 
une inhibition motrice forte et durable suite à un stress léger dans le test de l’actimètre, et 
une forte corrélation entre stress et activité exploratoire même si un délai de plusieurs jours 
sépare les deux évènements. De toute évidence l’augmentation des réponses de peur 
inconditionnées chez la souris mdx ont un impact fort et durable sur leur activité 
locomotrice, suggérant qu’une part des phénotypes attribués à des déficits moteurs 
pourrait en fait résulter de perturbations émotionnelles. Ceci peut constituer un biais 
d’interprétation dans les études fonctionnelles visant à évaluer les effets d’un traitement de 
cette maladie. De plus, ces réponses de peur sont induites par des stress légers, ce qui 
suggère que de simples différences de manipulation des animaux pourraient expliquer la 
variabilité des résultats expérimentaux entre différents laboratoires. 
 
Dans notre étude pharmacologique nous avons découvert que le comportement des souris 
mdx est plus sensible aux effets pharmacologiques du gaboxadol, ou THIP. Il s’agit d’un 
agoniste partiel des récepteurs du GABA ciblant spécifiquement la sous-unité δ 
extrasynaptique. Son effet est dépendant de la dose, anxiolytique puis sédatif et enfin 
hypnotique à forte dose. Chez la souris mdx, l’effet sédatif est augmenté et se traduit par la 
perte d’activité verticale en champ ouvert, tandis que l’effet hypnotique est caractérisé par 
une perte du réflexe de redressement, plus rapide et plus longue chez la souris mdx. Ces 
résultats suggèrent qu’il y a bien une altération du système GABAergique chez la souris 
mdx et qu’il touche le nombre ou les propriétés des récepteurs extrasynaptiques du GABA, 

                                                   
11. http://www.patents.com/us-4278676.html 
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cibles des anesthésies générales en clinique et modulateurs des mécanismes de la 
mémoire, de l’éveil et du sommeil. 

4. Conclusion 

Nous avons vu dans le premier article que la dystrophine semble jouer un rôle dans les 
processus d’acquisition et de rappel d’apprentissage et nous venons de voir ici qu’elle joue 
un rôle clef dans les processus émotionnels. En effet, bien que l’augmentation de la 
prévalence de l’anxiété et des troubles émotionnels puissent résulter de la condition 
physique des patients, notre étude sur la souris met en lumière le rôle de la Dp427 dans 
les fonctions liées à l’expression des émotions. Nos résultats sont en accord avec les 
études cliniques récentes suggérant que les altérations émotionnelles sont communes 
chez les patients DMD qui présentent une perte sélective de la dystrophine complète 
Dp427 (Ricotti, et al., 2016). Ils suggèrent, de plus, que la perte de la Dp427 altère le circuit 
de la peur, incluant l’amygdale et les structures corticales, conduisant à une augmentation 
de la peur inconditionnée, de l’anxiété, ainsi que des déficits de peur conditionnée et de 
mémorisation. Ces traits comportementaux étant cruciaux pour la survie et la gestion des 
situations aversives, leur dérèglement peut entrainer une réactivité émotionnelle 
inappropriée, un comportement social inadapté ou une difficulté à utiliser ses capacités 
intellectuelles. Nous montrons également que l’augmentation de la réponse de peur chez la 
souris mdx induit une inhibition durable de la fonction motrice, mettant en évidence que le 
cerveau et les altérations comportementales peuvent avoir une influence significative sur 
les mesures motrices dans ce modèle expérimental. 
Nous apportons également des éléments appuyant l’hypothèse actuelle que les altérations 
centrales dues à la perte de Dp427 pourraient reposer sur une mauvaise localisation 
spatiale des récepteurs GABAA et à une altération de l’inhibition GABAergique tonique qui 
est principalement sous contrôle de récepteurs extrasynaptiques. Ces éléments doivent 
faire l’objet d’une attention particulière, tant dans les études précliniques chez la souris 
mdx, que dans la prise en charge des patients DMD. 
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rue Claude Bernard, 91405 Orsay cedex, France. Tel: þ33 169154985; Fax: þ33 169157726; Email: cyrille.vaillend@u-psud.fr

Abstract
Alterations in the Duchenne muscular dystrophy (DMD) gene have been associated with enhanced stress reactivity in
vertebrate species, suggesting a role for brain dystrophin in fear-related behavioral and cognitive processes. Because the loss
of dystrophin (Dp427) reduces clustering of central c-aminobutyric acid (GABAA) receptors, it is suspected that local inhibitory
tuning and modulation of neuronal excitability are perturbed in a distributed brain circuit that normally controls such critical
behavioral functions. In this study, we undertook a large-scale behavioral study to evaluate fear-related behavioral disturb-
ances in dystrophin-deficient mdx mice. We first characterized the behavioral determinants of the enhanced fearfulness dis-
played by mdx mice following mild acute stress and its association with increased anxiety and altered fear memories. We fur-
ther demonstrated that this enhanced fearfulness induces long-lasting motor inhibition, suggesting that neurobehavioral
dysfunctions significantly influence motor outcome measures in this model. We also found that mdx mice are more sensitive
to the sedative and hypnotic effects of 4,5,6,7-tetrahydroisoxazolo[5,4-c]pyridin-3-ol hydrochlorid (THIP), a selective pharma-
cological activator of extrasynaptic GABAA receptors involved in central tonic inhibition. Our results highlight that informa-
tion on the emotional aspects of mdx mice are important to better understand the bases of intellectual and neuropsychiatric
defects in DMD and to better define valuable functional readouts for preclinical studies. Our data also support the hypothesis
that altered spatial localization of GABAA receptors due to Dp427 loss is a pathological mechanism associated with brain dys-
function in DMD, suggesting that extrasynaptic GABAA receptors might be candidate targets for future therapeutic
developments.

Introduction
Recent studies have uncovered an unexpected role for dys-
trophin, the protein responsible for Duchenne/Becker muscular
dystrophy (DMD/BMD), in fear and stress reactivity. This was
first suggested by the enhanced fearfulness displayed by the
dystrophin-deficient mdx mouse (1). Then, a high-throughput
transcriptome analysis in Japanese quail lines revealed a signifi-
cant association of the dmd gene with tonic immobility, an in-
nate antipredator fear-related behavior, reminiscent of the

phenotype of the mdx mouse (2). Gene expression profiles in
tadpoles also suggested dmd as a candidate predation-threat re-
sponsive gene (3). Moreover, polymorphisms in the dmd gene
and decreases in dystrophin expression have been associated
with a novel stress syndrome in commercial porcine popula-
tions, sometimes resulting in death during regular handling
and transport for slaughter or following anesthesia (4).
Obviously, this may be an issue regarding the welfare, health
and care of commercial animals, as well as for the handling of
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animal models used in research and preclinical testing of tar-
geted therapies for muscular dystrophies (5–7). The phenotype
appears to be independent from skeletal muscle impairment.
Although a cardiac defect might be involved, a role for brain
dystrophin in controlling emotional processes seems more
likely, since fear responses can be significantly reduced in mdx
mice by rescuing brain dystrophin expression with intracerebral
administration of exon-skipping oligomers (1).

Characterizing the behavioral processes, influencing factors
and consequences of the enhanced fearfulness resulting from
defects in dystrophin is an important challenge, as this might
constitute an overlooked endophenotype underlying part of the
intellectual, behavioral and emotional disturbances associated
with the DMD/BMD syndromes (8–11). Moreover, quantitative
evaluation of fearfulness in animal models may provide a rele-
vant readout in preclinical assessment of therapies targeting
the central nervous system (12). Importantly, the expression of
fearfulness is characterized by a strong motor inhibition with
long-lasting freezing-like posture, which may represent a crit-
ical bias in the interpretation of functional outcome measures
based on quantification of mobility or motor performance in
animal models (http://www.treat-nmd.eu/resources/research-
resources/dmd-sops/).

The central mechanisms underlying behavioral disturbances
in mdx mice are still unclear. Dystrophin, or Dp427, is a 427 kDa
protein normally expressed at the postsynaptic membrane in
inhibitory synapses of principal neurons in several brain struc-
tures involved in cognition and emotional behavior, such as
hippocampus, amygdala, cerebellum and sensory cortices. The
loss of brain dystrophin in mdx mice induces aberrant molecu-
lar, structural and physiological changes in central inhibitory
synapses (1,13–17), mainly characterized by alterations in the
mechanisms regulating the clustering, density and/or proper-
ties of postsynaptic c-aminobutyric acid (GABAA) receptors [re-
viewed in (18)]. An abnormal distribution of GABAA receptors
has been recently confirmed in brain of DMD Patients (19) and
emotional disturbances have been specifically associated with
Dp427 loss in a recent clinical study (11). Although GABAergic
dysfunction may broadly impact motor, emotional and cogni-
tive functions, as well as responsiveness to specific anesthetics,
its putative impact on mdx mice behavior has not been investi-
gated to date.

In this study, we undertook a large-scale behavioral study to
evaluate the determinants and consequences of the fear-
related tonic immobility displayed by mdx mice. A variety of be-
havioral tests were used to characterize stress reactivity, emo-
tional and motor functions, as well as aversive cue-outcome
associative processes and fear memory. Because the specific
GABAergic defect in mdx mice is thought to modify the density
and/or function of extrasynaptic GABA receptors involved in
central tonic inhibition (20), we also investigated for the first
time the effect that a selective activator of these receptors may
have on emotional and motor performance in this model.

Results
Robust and specific fear response following mild
acute stress

The duration of stress-induced tonic immobility, considered as
a measure of unconditioned fearfulness (1,2,21), was analyzed
in mdx and WT littermate male mice in several experimental
conditions associated with variable degrees of stress (Fig. 1). In
a first experiment, mice aged 9 months were gently handled by

the tail and simply released in a novel cage without any prior
restraint and their activity was videotracked for 5 min (Fig. 1A,
Tail handling). The percent time spent immobile was< 25% in
both genotypes (F1,20 ¼ 3.4, P > 0.05; NS), indicating that forced
exploration of a small novel cage is not sufficient to induce fear
responses in the mutants. On the next day, mice were submit-
ted to a 15s scruff-restraint (Fig. 1A, scruff restraint). This man-
ual restraint, similar to that currently used by laboratory
experimenters to immobilize mice for standard examination or
intraperitoneal (i.p.) injection, did not result in any observable
fear response in WT mice (time spent immobile still<25%). In
contrast, scruff restraint induced a large increase in tonic im-
mobility in mdx mice (> 80%) characterized by a lasting freezing-
like behavior (genotype effect: F1,20¼275.4, P < 0.0001). Only
short distance travelled and short episodes of mobility were
observed in mdx mice over the 5-min testing period. When per-
formed in younger (3-months old) mice, scruff restraint also re-
sulted in high levels of freezing in mdx but not in WT mice
(Fig. 1A; F1,26 ¼ 312.3, P < 0.0001), indicating that duration of
disease does not potentiate fear responses. In a second experi-
ment, we showed that scruff restraint induced a rapid increase
in adrenocorticotropic hormone (ACTH) circulating levels in
both genotypes (blood samples taken< 2 min after restraint) as
compared with the baseline levels measured in home-cage con-
trols (F1,1 ¼ 21.9, P < 0.001; Fig. 1B). Although the basal level of
ACTH was lower in the mutants (Home-cage condition; P <

0.05), the global effect of restraint on ACTH levels was compar-
able among genotypes (Genotype effect: F1,1 ¼ 0.3, P > 0.5;
genotype x condition: F1,18 ¼ 1.6, P > 0.2) with similar levels of
circulating ACTH in both genotypes after restraint. Scruff re-
straint is an acute stress regulator of ACTH production, and be-
cause intensity of stressful stimuli and magnitude of the
adrenal response are considered to be correlated (22), the results
suggest that mice from both genotypes underwent comparable
stress.

We then tested the possibility that tilting the animals during
restraint could have been a main stressful stimulus, since in
Japanese quails the restraint procedure used to induce tonic im-
mobility only consists in tilting the animal on its back (23).
However, we found that restraining mdx mice by grasping the
scruff without tilting their body upside-down ("scruff-not tilted"
condition) induced comparable levels of freezing as with the ini-
tial scruff-restraint procedure (>75%; Fig. 1C). When restraint
consisted in placing mice individually in a narrow tube (3 cm in
diameter) for 5 min, the freezing levels in mdx mice were lower
than in the standard scruff-restraint condition (62%; P < 0.05;
Fig. 1C, "tube" condition), suggesting that freezing amount var-
ied depending on intensity of stressful events.

We then determined whether unconditioned fear responses
could be modulated by repetition of the stressful stimuli. When
scruff restraint was applied once a day during 6 days (Fig. 1D),
the freezing response remained enhanced and stable in mdx
mice (Genotype effect: F1,9 ¼ 120.9, P < 0.0001; trial effect in
mdx group: F5,25 ¼ 0.6, P > 0.6; NS), indicating strong resistance
to extinction of this behavior. In contrast, WT mice initially dis-
played a very low level of immobility (<10%), which progres-
sively increased to #35% (Trial effect: F5,20 ¼ 5.8, P < 0.01),
reflecting a typical decrease in their motivation for repetitive
exploration. In another group of naı̈ve mdx mice repetition of
the stress procedure was applied in 18 trials within the same
day (Fig. 1E). During the first block of six trials, the percent freez-
ing increased from #78% up to #94%, reflecting a potentiation
of the fear response. Then, the percent freezing decreased
across next trials (F17,102 ¼ 24.3, P < 0.0001), indicating that

2 | Human Molecular Genetics, 2017, Vol. 00, No. 00

http://www.treat-nmd.eu/resources/research-resources/dmd-sops/
http://www.treat-nmd.eu/resources/research-resources/dmd-sops/


extinction may occur with extensive repetition of the stressful
stimulus. This was associated with struggling attempts during
restraint and slight renewal of vertical activity.

Enhanced fearfulness induces lasting motor inhibition

The lasting impact of fearfulness on mouse motor activity was
addressed by comparing the circadian modulation of spontan-
eous locomotor activity following gentle handling (No stress
condition) and scruff restraint (Stress condition). As shown in
Figure 1F, the absence of prior stress resulted in comparable
spontaneous horizontal activity in both genotypes over a 24 h
cycle. A typical circadian rhythmicity was observed in both WT
and mdx mice: Activity was increased during the first hour that

followed handling and larger increases were further observed
during the dark phase of the cycle. In marked contrast, the
scruff-restraint stress, performed just before releasing the mice
in actimeter cages, induced a strong and lasting motor inhib-
ition in mdx mice. It is worth to note that horizontal activity was
at a very low level in mdx mice during the first 5 h following
stress, as compared to control mice. During the dark phase,
locomotion in WT mice was globally higher in this stress condi-
tion as compared to the no stress condition. In mdx mice, the
onset of darkness induced a renewal of mobility but their activ-
ity remained largely below WT levels throughout the dark
phase. Comparable levels of activity between genotypes were
only observed after> 12 h. The temporal distribution of vertical
activity followed a comparable, yet more variable, time course

Figure 1. Fear-related tonic immobility. (A) Percent freezing in 5 min following gentle tail handling or brief scruff restraint (15 s) in 9-month-old (WT, n ¼ 10; mdx, n ¼
12) and 3-month-old mice (n ¼ 14 per genotype). (B) Plasma ACTH levels in home-cage control mice (n ¼ 6 per genotype) and in mice submitted to scruff restraint (n ¼
5 per genotype). (C) Percent freezing when restraint was applied by grasping the scruff without tilting upside-down animal’s body (“scruff restraint—not tilted”; 5 WT
and 7 mdx) or by placing individual mice in a transparent cylinder 3 cm in diameter (“tube”; 2 WT and 7 mdx). (D) Percent freezing following scruff-restraint in trials re-
peated once a day during 6 days (5 WT and 6 mdx). (E) Percent freezing in a group of 7 mdx mice when scruff restraint was applied in 18 trials distributed within the
same day in 3 blocks of 6 trials (20-min ITI; 90-min interval between blocks). *P < 0.05; ***P<0.001. (F) Circadian modulation of spontaneous horizontal locomotor activ-
ity, evaluated from the number of consecutive beam breaks per 1 h bin during 24 h, following gentle tail-handling introduction of the mice in the actimeter (NO
STRESS; n ¼ 12 per genotype) or after scruff restraint (STRESS; n ¼ 8 per genotype). Grey rectangles represent the 12 h periods of darkness; probabilities at the top
show the genotype effects during the light and dark phases. Circadian modulation of vertical activity shown in Supplementary Material, Figure S1.
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(Supplementary Material, Fig. S1): Vertical activity was compar-
able in unstressed WT and mdx mice, while it was largely
smaller in mdx mice compared to WT mice in the stress condi-
tion. The data suggest long-lasting effects of fearfulness on mdx
mice mobility but preserved circadian modulation of spontan-
eous locomotor activity.

Relationships among motor, emotional and
cognitive performance

The young mice (3 months old) tested for unconditioned tonic
immobility in Figure 1A were further submitted to a behavioral
test battery aimed at evaluating putative dependence among
behavioral variables measuring motor, emotional and memory
performance. The inverted grid test (Fig. 2A) confirmed that mdx
mice fail to maintain a grip onto a grid placed upside down,
which is believed to result from their inability to support their
own body by grasping the grid due to muscle weakness (24).
Their fall latencies were consistently shorter than in WT mice
across successive trials (F1,26 ¼ 14.7, P < 0.001). Locomotion and
exploration of a novel environment (open-field test) were also
drastically reduced in mdx mice (Fig. 2B and C): The distance
travelled was constantly reduced by #40% in mdx as compared
to WT mice over the 30-min recording period (F1,26 ¼ 15.7, P <

0.001; Fig. 2B) and the maximal speed shown by mdx mice dur-
ing bouts of locomotor activity was also reduced (P< 0.01;
Supplementary Material, Fig. S2A). Exploration of the center
zone of the open field (OF), typically considered as an anxiety-
related behavioral parameter, was lower in mdx compared to
WT mice (Fig. 2C): Mdx mice displayed an increased latency to
enter the center zone (F1,26 ¼ 4.4, P < 0.05; Fig. 2C), a reduced
number of entries into this zone (F1,26 ¼ 9.2, P < 0.01; Fig. 2C)
and the percent distance travelled in the center zone was also
significantly reduced during the first 15 min of testing (F1,26 ¼
4.9, P < 0.05; Supplementary Material, Fig. S2B), suggesting a
higher level of anxiety in the mutants.

Behavioral despair, typically characterized by episodes of
immobility (freezing) in response to unescapable stressful situ-
ations, was assessed using two rodent models of depression,
the tail-suspension test (TST) and the forced swimming test
(FST). In both tests, mice initially engaged vigorous movements
to escape from the stressful situation and then showed freezing
episodes of increasing duration after a few minutes. A typical
two-session procedure with a 24h interval was used to induce a
high and stable level of immobility. In both TST (Supplementary
Material, Fig. S2C) and FST (Supplementary Material, Fig. S2D),
the latency and duration of freezing were comparable between
genotypes during each session, reflecting comparable motiv-
ation and active reactivity to stress in the two genotypes. The
second testing session was characterized by decreased latencies
and increased durations of freezing, reflecting learning of the
unescapable nature of this aversive situation. In the FST, the
ability to stay afloat was reduced in mdx compared to WT mice
(F1,26¼8, p< 0.01), while the time spent climbing (repetitive
striking of the glass walls with forepaws) was longer in mdx
mice (F1,26¼6.7, p< 0.05; Fig. 2D). However, these two param-
eters did not show main variations within each genotype be-
tween the two sessions, suggesting that they reflected motor
skills rather than behavioral despair or learning, as believed by
others (25,26).

Fear memory was evaluated in a single-trial contextual fear
conditioning paradigm. During familiarization to the testing
box (habituation), motor activity was reduced in mdx mice

Figure 2. Motor, emotional and memory performance in a longitudinal behav-
ioral study. (A) Muscle strength evaluated by fall latencies in mice placed up-
side-down on an inverted grid across three successive trials. (B) Ambulation
in the OF for 30 min, expressed as distance travelled by 5-min bins. (C) Two
representative track plots on the left show exploration paths cumulated over
the 30-min recording period in the OF, with an overt reduction of exploration
of the center zone in mdx mice. The following plots show the latency of the
first entry (s) and the total number of entries in the center zone. (D) Time
spent staying afloat (s) and time spent climbing (s) during the two sessions
of the FST. (E) Single-trial contextual fear conditioning. The bar plot shows
the percent freezing recorded during the habituation (Hab) and acquisition
sessions (BS and AS: before and after shock delivery, respectively). The line
plot shows the percent freezing expressed in 30-s bins during the first 3 min
of the retention session performed 24 h later. All tests, n ¼ 14 per genotype.
***P < 0.001; **P < 0.01; *P < 0.05. Supporting data in Supplementary
Material, Figure S2.
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compared to WT, as evidenced by analysis of the distance trav-
elled (P < 0.001), maximal speed (P < 0.0001) and vertical activ-
ity (P < 0.001). Slight hypoactivity was also present in mdx mice
before shock delivery during the acquisition session. Delivery of
a single electric shock during the acquisition session was asso-
ciated with increased freezing in both genotypes (Fig. 2E, left
panel) and there was no more genotype effect in all activity par-
ameters, suggesting comparable acquisition in the two groups
of mice. On the following day, mice placed in the same context
expressed fear responses (freezing) reflecting retention of con-
textual fear memory (Fig. 2E, right panel). However, the quantity
of freezing expressed during the first 30 s was significantly lower
in mdx than in WT mice (P < 0.05), suggesting a delayed recall
of contextual fear memory. Moreover, when freezing behavior
was normalized to basal immobility recorded during habitu-
ation (21), then the genotype difference in fear memory per-
formance was significant throughout the 5-min testing period
(F1,26 ¼ 6.3, P < 0.02; not shown). Impaired performance could
not be attributed to overt changes in the behavioral expression
of the fear response, as excessive running, jumping, or motor
stereotypies were not observed during this retention session.

To evaluate putative relationships among the diverse behav-
ioral disturbances displayed by mdx mice, we selected seven
main variables that enabled identification of significant geno-
type effects in this longitudinal study and performed a multi-
variate factor analysis to highlight interrelated variables in each
genotype (Table 1). The principal component method enabled
extraction of three factors with eigenvalues> 1, which together
explained> 75% of the total variance in each genotype (mdx:
87%; WT: 77.2%). Each factor was represented by a linear com-
bination of a relatively independent subset of highly correlated
variables (27). Interpretation of each factor was based on the
identification of the variables that highly correlated with this
factor but not with the other extracted factors. In mdx mice, the
first factor, which explained the largest amount of group’s vari-
ance (38%), was characterized by a high and inverse correlation
between variables representing either exploration or fearful-
ness. This likely reflects a strong relationship between the
enhanced fearfulness and reduced exploratory activity during
open-field testing in mdx mice. Factor 2 was characterized by a
coherent subset of variables related to motor function, high-
lighting that large amounts of climbing behavior correlated
with short time spent floating in the FST and short fall latencies
in the inverted grid test. This confirms that the genotype effects
revealed in the FST reflect a motor impairment rather than
altered behavioral despair. Interestingly, variables associated
with motor functions only correlated with factor 2 whilst fear
memory performance correlated with factor 3. Overall, this sug-
gests that reduced exploration and locomotion in the OF were
mainly influenced by fear reactivity, while the other motor and
cognitive deficits in this mutant were relatively independent
from emotional disturbances. Distinct variable interdependen-
cies were found in WT mice. First, there was no relationship be-
tween exploratory behavior and fear reactivity, as the related
variables were highly correlated to independent factors (Factor
1 and 3, respectively). Second, fear memory performance was
partially correlated to factor 2 and 3, suggesting that both motor
performance and stress reactivity influenced the level of freez-
ing upon memory recall in the fear conditioning task in WT
mice. This further suggests that the functional relationships
linking motor, emotional and cognitive functions in mdx mice
were disorganized.

Anxiety-related behavior and aversive cue-outcome
associative learning

We further evaluated the presence of anxiety-related responses
in independent groups of WT and mdx mice in standard anxiety
tests. In the light-dark box test, mice had the choice to explore a
brightly lit anxiogenic compartment or to stay in a more secure
dark compartment. As shown in Figure 3A, the time spent in
the lit compartment was shorter in mdx mice compared to WT
mice (F1,30 ¼ 10.4, P < 0.01), suggesting a higher level of anxiety
in the mutants. In contrast, no main genotype difference was
detected in the elevated plus-maze test, in which anxiety re-
sults from the threat induced by void in elevated open arms
(Fig. 3B). The number of entries and time spent in open arms
were comparable between genotypes (P > 0.4; NS). Moreover,
both genotype performed a comparable number of head dips at
exit of closed arms (Protected head dips; F1,15 ¼ 0.5, P > 0.4; NS)
and during exploration of open arms (Unprotected head dips;
F1,15 ¼ 0.7, P > 0.4; NS), indicating that risk assessment behav-
ior was unaltered in mdx mice.

Aversive cue-outcome associative learning was studied in
auditory-cued fear conditioning and conditioned taste aversion.
Mice were gently handled every day for a week before being
submitted to tasks, in order to avoid any stress before testing.
As shown in Fig. 3C, acquisition of fear conditioning was signifi-
cantly delayed in mdx mice (F1,29 ¼ 5.6, P < 0.03), whereas freez-
ing amount during inter-trial intervals (after footshock delivery)
was comparable in the two genotypes (F1,29¼1.4, p> 0.2; not
shown), suggesting a specific deficit in learning the predictive
value of the conditioned stimulus (CS) (tone). Recall of fear
memory 24 h post-acquisition was also strongly delayed in mdx
mice, as shown by the small amount of freezing induced by the
delivery of the CS alone during the retention session (F1,29 ¼ 9.1,
P < 0.01). In contrast, no genotype difference was detected in
conditioned taste aversion. For this test, the mice were main-
tained for 3 days under a water-restriction regimen before con-
ditioning started; mice in both genotypes displayed comparable
body-weight loss (mdx: 10.8 6 0.4%; WT: 10.6 6 0.3%; F1,21 ¼
0.04, P > 0.8) and total water intake (mdx: 1.7 6 0.08 ml; WT: 1.6
6 0.06 ml; F1,21 ¼ 0.9, P > 0.3). During the acquisition session,
comparable sucrose intake was quantified in the two genotypes
(mdx: 1.3 6 0.07 ml; WT: 1.2 6 0.1 ml; F1,21 ¼ 1, P > 0.3). During
the retention session (Fig. 3D), i.e. 24 h after sucrose consump-
tion had been paired with LiCl-induced nausea, both mdx and
WT mice consumed less of the sucrose solution as compared to
unconditioned controls injected with NaCl (Genotype effect:
F1,19¼0.3, P > 0.5; treatment: F1,19 ¼ 29.8, P < 0.0001, genotype
$treatment interaction: F1,19 ¼ 1.5, P > 0.2). This other form of
long-term associative memory therefore appeared to be unim-
paired in mdx mice.

Behavioral effects of the extrasynaptic GABAA-receptor
agonist, THIP

4,5,6,7-Tetrahydroisoxazolo[5,4-c]pyridin-3-ol hydrochlorid (THIP),
also called Gaboxadol, is a selective activator of extrasynaptic d-
subunit-containing GABAA receptors, which can induce a range
of dose-dependent anxiogenic, sedative/ataxic and hypnotic ef-
fects following i.p. injection (28–30). We first investigated the ef-
fects of two doses of THIP (3 and 10 mg/kg) on exploratory
activity in the OF, 30 min post-injection. Saline control as well
as THIP-injected mdx mice were less active than WT mice
receiving comparable treatments in this test, as shown by
decreased distance travelled and decreased ambulation speed
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in all mdx subgroups (Fig. 4A and B, respectively; P < 0.001).
There was a trend in THIP-treated mdx mice, but not in WT
mice, to display dose-dependent decreases for these motor par-
ameters. However, this apparent difference between genotypes

was not significant (drug $ genotype interaction: NS). Both
doses of THIP only induced a slight reduction in vertical activity
in WT mice (Fig. 4C). In contrast, 10 mg/kg THIP induced a dras-
tic decrease in vertical activity in mdx mice, but not in WT mice

Table 1. Relationships among motor, emotional and memory performance. In each genotype (n ¼ 14 per genotype), seven variables that re-
vealed significant genotype effects in the behavioral test battery were used: the percent time spent in tonic immobility following scruff re-
straint (Fearfulness), the total distance travelled and the number of entries in the center zone in the open-field test (OF distance; OF center
entries), the fall latency in the inverted grid test (Grid fall latency), the time spent staying afloat and climbing in the FST (Staying afloat;
Climbing) and the percent freezing during the first 30-s bin during the retention session of contextual fear conditioning (Fear memory). The
seven variables were reduced to three extracted factors in each genotype. For each factor, the eigenvalue (EV) and percent of total variance ex-
plained by the factor are shown at the top of the columns. Interpretation of each factor is indicated below the variance values, based on the
correlation of the seven variables on this factor. Strong correlation of a variable (> 0.75) with only one of the three factors is highlighted in grey.
Correlations comprised between 0.5 and 0.75 are underlined. Note the strong inverse correlation between fearfulness and OF exploration par-
ameters in mdx, but not in WT mice (Factor 1), while other motor parameters (grid fall latency, staying afloat and climbing) and memory per-
formance independently correlated with factors 2 and/or 3 in both genotypes.

MDX WT

Factor 1 Factor 2 Factor 3 Factor 1 Factor 2 Factor 3
EV¼ 2.67 EV¼ 2.29 EV¼ 1.11 EV¼ 2.84 EV¼ 1.53 EV¼ 1.027

38.3% 32.7% 16% 40.6% 21.9% 14.7%
Behavioral variables Exploration and Fear Motor function Memory Exploration Motor function Fear

Fearfulness %0.851 %0.268 0.143 %0.009 %0.082 0.931
OF distance 0.837 %0.092 0.376 0.920 %0.239 %0.064
OF center entries 0.976 0.053 0.092 0.911 0.059 0.024
Grid fall latency 0.185 0.779 %0.278 %0.405 0.621 0.344
Staying afloat 0.079 0.927 0.113 %0.110 %0.898 0.016
Climbing 0.158 %0.931 %0.181 %0.461 0.795 %0.075
Fear memory 0.138 0.066 0.956 %0.010 0.577 %0.339

Figure 3. Anxiety and aversive learning. (A) Time spent in the lit compartment in the light-dark test (WT, n ¼ 18; mdx, n ¼ 14). (B) Behavioral responses in the elevated
plus-maze test expressed as the percent number of entries and percent time spent in the open arms and by the number of protected and unprotected head dips (WT, n
¼ 8; mdx, n ¼ 9). (C) Auditory-cued fear conditioning (WT, n ¼ 18; mdx, n ¼ 13). Percent freezing was recorded during presentation of the conditioned stimulus (tone,
30 s) during acquisition (CS1-5 each followed by one footshock as the US) and during retention (CS1-4 not followed by US). (D) Conditioned taste aversion. Percent su-
crose intake (sucrose/sucroseþplain water) during the choice test, 24 h after pairing sucrose with either LiCl or NaCl injections. *P < 0.05; **P < 0.01.
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(Fig. 4C; THIP effect: P < 0.01; genotype $ drug interaction: P <

0.05; saline versus 10 mg/kg THIP in mdx mice: P < 0.01,
Bonferroni post-hoc test), suggesting that mdx mice have an
increased sensitivity to this dose of THIP that usually mediates
sedative effects in mice. This 10 mg/kg dose of THIP also
induced a significant increase in the time spent in stereotypic-
like circling along walls in both genotypes (Fig. 4D; drug effect:
P < 0.01; Drug $ Genotype interaction: P > 0.5; NS; 10 mg/kg
THIP versus saline or 3 mg/kg THIP: p< 0.01). The number of
entries in the center area of the OF was reduced in mdx com-
pared to WT mice (Fig. 4E, genotype effect: P < 0.001). There
was a significant effect of THIP on this parameter (P < 0.001),
but no significant genotype $ drug interaction (P > 0.4; NS), and

the relative distance travelled in the center area was statistic-
ally comparable between genotypes (Fig. 4F; drug effect: P <

0.01; genotype $ drug interaction: P > 0.8; NS). In the light-dark
choice paradigm, control mdx mice had longer latencies to enter
the lit compartment (P < 0.01) and made less entries in this
area (Fig. 4G; P < 0.05), thus confirming enhanced anxiety in
this mutant. No main effect of 3 mg/kg THIP was found in this
test, confirming that this lowest dose of THIP does not signifi-
cantly alter mdx mouse behavior. Finally, the hypnotic effect of
a higher dose of THIP (30 mg/kg) was evaluated by quantifica-
tion of the latency and duration of the loss of the righting reflex
(LORR), defined as the lost capacity to right oneself when being
placed in a supine position. The LORR latency was very short in

Figure 4. Behavioral responsiveness to the extrasynaptic GABAA-receptor agonist, THIP. (A–F) Effects of THIP administration on WT and mdx mouse behavior during OF
exploration for 10 min (n ¼ 9 per treatment group in each genotype). Several behavioral parameters were analyzed in THIP-injected (3 mg/kg; 10mg/kg) and saline-in-
jected mice of both genotype: (A) distance travelled, (B) travelling speed, (C) vertical activity, (D) time spent circling along walls, (E) Number of entries in the center area,
(F) percent distance travelled in the center area. The main genotype difference (**P<0.01 in C) was the drastic reduction of vertical activity observed in mdx mice, but
not in WT mice, following administration of 10 mg/kg THIP. (G) Number of entries in the lit compartment during light-dark choice testing. (H) and (I) Hypnotic effect of
30 mg/kg THIP administration (WT, n ¼ 8; mdx, n ¼ 10) characterized by loss of the righting reflex (LORR) and expressed as LORR latency (H) and LORR duration (I).
Genotype differences: **P < 0.01; ***P < 0.001.
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mdx as compared to WT mice (Fig. 4H), while the LORR duration
was drastically increased in mdx mice (> 4-fold increase; Fig. 4I),
thus reflecting a strongly delayed righting reflex recovery in the
mutants. In all, mdx mice showed a higher responsiveness to
THIP at doses which usually induce sedative (10 mg/kg) and
hypnotic (30 mg/kg) effects in mice.

Discussion
In the present study, we have further characterized the deter-
minants of the enhanced fearfulness displayed by dystrophin-
deficient mdx mice in response to mild acute stress and we de-
ciphered its potential impact on motor, emotional and cognitive
performance. Moreover, we provide the first evidence that mdx
mice have an enhanced sensitivity to the behavioral effects
induced by a selective agonist of extrasynaptic GABAA recep-
tors, suggesting that a defect in central tonic inhibition might
contribute to the behavioral disturbances associated with DMD.

Determinants of enhanced fearfulness

The potent freezing response in mdx mice, expressed as lasting
tonic immobility, is reminiscent of the natural defensive death-
feigning posture that animals normally enter when confronted
to a predator or other extreme threat, which is believed to in-
volve a brain circuit that includes the amygdala (1,31). The pre-
cise brain mechanisms responsible for this phenotype remain
to be fully elucidated, but the present study constitutes an im-
portant step forward to better understand the bases of this ab-
normal behavior. Here, we show that the enhanced fearfulness
displayed by dystrophin-deficient mdx mice is robust and resist-
ant to extinction, as it can be stably induced and repeatedly ex-
pressed over days. This phenotype might therefore constitute a
main readout for longitudinal studies assessing the dynamics
of therapeutic agents targeting brain dysfunctions in this model
of DMD. Here, we have used singly-housed mice that we have
released in novel environments following scruff restraint stress.
However, it is likely that group-housed mice released in a famil-
iar environment may express reduced fear responses, as sug-
gested by one study showing that the presence of familiar
olfactory cues in the cage reduces the amount of freezing in
stressed mdx mice (32).

It seems unlikely that a peripheral dysfunction contributes
to the expression of fearfulness in mdx mice. Indeed, the magni-
tude of the fear response does not increase as a function of dis-
ease duration from 3 to 9 months of age, and a substantial
extinction of the fear response can occur if presentation of the
stressful event is extensively repeated within a single day,
which does not seem compatible with a cardiac defect.
Accordingly, severe cardiomyopathy has only been reported in
mdx mice older than 18 months (33,34) or in the specific mdx4cv

model of cardiomyopathy (35). Performing restraint stress with-
out tilting animal’s body did not reduce the amplitude of the
fear response, which rules out contribution of a vestibular de-
fect. A greater pain sensitivity is also unlikely, as freezing was
also observed after a short stay in a tube restrainer and changes
in nociception were not detected in mdx mice in a footshock
threshold test (36). Mdx mice did not show any characteristic
features of spontaneous catalepsy during tonic immobility,
such as rigidity of the extremities or maintenance of a position
of the body forced by the experimenter (37), and we verified that
sudden noises or touching the animal could interrupt freezing
and induce motion.

We further addressed the possibility that neophobia or
depressive-like behaviors could contribute to enhanced fear-
fulness in mdx mice (38). However, unstressed mdx mice
showed normal exploratory activity in a novel environment
(actimeter) and the behavioral responses induced by unescap-
able stressful situations (attempts to escape, despair) were
comparable in adult mdx and WT littermate mice in both TST
and FST, two standard tests used in depression studies in mice
models (39,40). Therefore, enhanced fearfulness could not be
attributed to a main alteration of the processes involved in ac-
tive reactivity to stress or of a motivational component of emo-
tionality. We also quantified the levels of the circulating
adrenocorticotropic stress hormone (ACTH) in home cage and
after scruff restraint. Home-cage levels of ACTH measured
close to the time of circadian nadir were lower in mdx com-
pared to WT mice, suggesting a slight alteration of the passive
(glucocorticoid degradation) or active processes (feedback in-
hibition) that terminate hypothalamo-pituitary-adrenocortical
responses following stressor suppression (41). However, a large
rise in ACTH level was induced by scruff restraint and compar-
able net levels were detected in both genotypes, suggesting
that they underwent comparable stress responses, in line with
the comparable levels of corticosteroids detected by others fol-
lowing the same protocol (32).

The enhanced fearfulness in mdx mice likely reflects a mal-
adaptive coping strategy, as maturational and environmental
factors normally favor progressive decrease of such uncondi-
tioned responses. Often considered as an innate behavior, un-
conditioned fear is also viewed as a cognitive process since it
involves evaluation of emotional valence, representations, at-
tention and arousal, and outcome predictions that enable an-
ticipatory, coordinated and dynamic response to fearful stimuli
(42). Our results support the hypothesis that dystrophin loss
alters the amygdala-dependent processing of threat cues (1) or,
more largely, the functional integrity of the brain fear circuit
that normally regulates fear responses and fear-related motor
behavior (42–44).

Impact on motor functions

Importantly, we found that enhanced fearfulness may have a
strong and long-lasting impact on locomotion and exploratory
activity in mdx mice. Indeed, we demonstrate that the strong
stress-induced motor inhibition in mdx mice may last several
hours after termination of the restraint when mice are immedi-
ately placed in a novel environment (actimeter). Even though
circadian rhythmicity was preserved and a renewal of mobility
was induced following onset of the dark phase in the actimeter,
both horizontal (ambulation) and vertical (rearing, leaning)
activities were strongly reduced in mdx mice compared to WT
mice for about 12 h. In contrast, locomotion and vertical activity
were comparable in the two genotypes in the absence of prior
stress. Such a long-lasting effect of restraint stress has also
been observed in Japanese quails in which a significant associ-
ation of the dmd gene with tonic immobility was determined (2).
In our longitudinal study, in which mice were submitted to a be-
havioral test battery starting with a scruff restraint episode, we
also observed a drastic reduction in mobility during exploration
of an OF, even though this test was performed five days after re-
straint. Reduced ambulation of mdx mice during open-field test-
ing has been previously reported (45), but this is at variance
with the normal locomotion observed in naı̈ve mdx mice
released in a novel cage or OF without prior stress, such as
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shown here in the actimeter or in previous open-field studies
undertaken by other research groups (1,38). Our results suggest
that any period of restraint may have a long-lasting effect on
exploratory behavior and ambulation in mdx mice, yet differ-
ences in housing, handling and experimental conditions could
explain variability among laboratories (32).

Our longitudinal study revealed a strong inverse correlation
between stress-induced freezing and global locomotor activity
during open-field testing (Table 1), thus confirming the relation-
ship between exploratory behavior and prior stress experience
in our conditions. In contrast, other motor parameters reflecting
poor muscle strength and/or motor incoordination, such as
climbing behavior and capacity to stay afloat in the forced swim
test, or the fall latency in the inverted grid test, did not correlate
with enhanced fearfulness. Hence, acute stress in mdx mice has
a lasting inhibitory effect on exploration and locomotion in
novel environments (cage, actimeter, OF), but not on other out-
come of motor function tests related to muscle strength and
motor coordination. Poor mobility in these mice, sometimes
attributed to extreme fatigue due to muscle wasting (24), should
therefore be interpreted with caution as it may in part result
from enhanced stress reactivity. Scruff restraint is a routinely
used method in animal facilities to verify mouse identification
and for intra-peritoneal injections. We demonstrate here that
this apparently mild stress associated with routine mouse han-
dling may have profound and confounding effects on locomo-
tion parameters that are often used to assess treatment effects
in preclinical studies using the mdx mouse model.

Impaired fear learning and memory

In Pavlovian fear conditioning, good memory performance is
characterized by rapid occurrence and long duration of freezing
responses that reflect associations between aversive stimuli
and predictive cues. A chronic enhancement of emotional
arousal may result in a bias for threat cues and facilitation of
fear learning and memory, as in mouse models with disrupted
clustering of GABAA receptors (46). However, despite the
reduced GABAA-receptor clustering and high fear reactivity re-
ported in the mdx mouse, this model rather displays perform-
ance deficits in several amygdala-dependent fear-learning
paradigms (21,36). Freezing responses upon recall of fear memo-
ries are reduced in mdx mice compared to WT mice, whether
animal’s motion and freezing responses are quantified by video-
tracking methods or using a weight transducer system.
Analyses of different behavioral parameters did not reveal any
clue that fear could be expressed through different behavioral
responses in mdx mice. A pronounced impairment was found
during auditory-cued fear conditioning, in which association of
fear with a predictive auditory stimulus requires an intact
amygdala (47). In contrast, long-term memory of a conditioned
taste aversion was unimpaired, suggesting that only a subset of
amygdala-dependent aversive-outcome associative processes
are affected by dystrophin loss (48,49). The recall of contextual
fear memory was also impaired in mdx mice. This performance,
recorded in a longitudinal study, did not correlate with the tonic
immobility recorded in the scruff-restraint test, suggesting that
these two phenotypes relied on separate mechanisms. This is
in agreement with current neurobehavioral models highlighting
that distinct nuclei and subnuclei within the amygdala, as well
as connections to different subcortical structures and specific
cellular and signaling mechanisms, differentially contribute to

unconditioned fear and to different forms of fear memory
(42,50).

Because memory deficits are detected in mdx mice even in
tasks for which good performance is normally reflected by
heightened immobility, they likely result from the formation of
inappropriate fear associations and/or alterations of consolida-
tion processes, as suggested earlier (36). Hippocampal function
is altered in mdx mice (51,52) and it is worth to note that the
hippocampus is also engaged with amygdala during contextual
fear conditioning (53,54), as well as in the modulation of fear-
related motor behavior (43). A recent study using cell-specific
conditional knockouts of the GABAA receptor a2 subunit in dis-
tinct hippocampal subfields unveiled that a specific microcircuit
in the CA1 subfield takes part in the expression of fear re-
sponses (55). It is thus likely that dystrophin loss, which has
been associated with impaired clustering of a subunit-
containing GABAA receptors in various cortical and subcortical
structures, may elicit variable alterations in distinct amygdalar
nuclei as well as in connected structures involved in the circuits
of fear, anxiety and emotional learning, giving rise to the com-
plex phenotypes characterized herein.

Anxiety-related behaviors

Higher reactivity to acute stress may be associated with alter-
ations in other aspects of emotionality such as anxiety (56,57).
Here, mdx mice showed a reduction of exploration of the central
zone of an OF, an indication of enhanced anxiety (21,38), and a
higher level of anxiety in a light-dark choice anxiety test. As re-
ported by others (1), however, mice of both genotypes displayed
comparable performance and risk assessment strategies in the
elevated plus maze test. The cause of these discrepancies
observed among distinct anxiety tests remains unclear but can-
not be attributed to differences in the motor demand, as
enhanced anxiety-related responses were observed in both low-
(light-dark choice) and high-motor demand tests (OF explor-
ation), but not in the elevated plus maze which also involves a
high-motor demand. The nature or strength of the anxiogenic
stimulus could be a possible factor modulating emotional re-
activity in mdx mice, as well as the different novelty-seeking
motivation and attention states associated with distinct experi-
mental situations. Anxiety is a complex phenomenon that can-
not be described in a single test and several studies
demonstrated that the effects of anxiolytic compounds may
greatly vary depending on the targeted neurotransmission sys-
tem, mouse genetic background and experimental conditions
(58). Although an alteration of amygdala GABAergic circuits re-
mains a major hypothesis to explain emotional disturbances in
mdx mice, additional alterations of central serotonin (38,59,60)
and cholinergic functions (61) might also induce specific modu-
lations of anxiety-related behaviors in distinct testing condi-
tions (62,63).

What role for extrasynaptic GABAA receptors?

In mdx mice, the number of a subunit-containing postsynaptic
GABAA-receptor clusters is reduced by #50% in central inhibi-
tory synapses of hippocampus, amygdala and cerebellum.
Consequently, a reduction in GABAergic inhibition has been re-
ported in these structures (1,17,20,64) and associated with
altered synaptic plasticity (52,65–67). In the basolateral amyg-
dala of mdx mice, norepinephrine (NE)-induced GABAergic
transmission is reduced (1). As NE is normally released in
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response to stressful stimuli such as restraint and footshocks,
this alteration in mdx mice might perturb the control of neur-
onal excitability in this structure and inappropriately modulate
the brain aversion system and neuronal circuits involved in un-
conditioned and conditioned fear.

The reduced clustering of synaptic GABAA receptors in mdx
mice is not associated with significant changes in the total
amount of GABAA-receptor protein, suggesting that dystrophin
is dispensable for GABAA-receptor anchoring but rather partici-
pates to the dynamic stabilization of large synaptic receptor
clusters (15,64,68,69). The loss of dystrophin would thus result
in a partial loss of synaptic clusters due to the lateral diffusion
of unstable receptors to extrasynaptic sites, with putative
changes in the combination of specific receptor subunits lead-
ing to complex alterations of GABAA receptor pharmacology
(18,70). This was further supported by an electrophysiological
study showing that dystrophin-deficient cerebellar neurons of
mdx mice display reduced synaptic inhibition but enhanced
sensitivity to THIP, a selective pharmacological activator of
extrasynaptic GABAA receptors (20). THIP, or gaboxadol, is a sys-
temically active partial agonist for GABAA receptors with a
higher selectivity for the d subunit that is specifically contained
in most extrasynaptic GABAA receptors. This strongly supports
the hypothesis that dystrophin loss increases the extrasynaptic
expression of GABAA receptors. High-affinity d-containing extra-
synaptic receptors mediate non-desensitizing tonic inhibition
and are persistently activated by low ambient GABA, in contrast
to phasic inhibition that is controlled by postsynaptic GABAA re-
ceptors. They possess unique current-gating properties that
play a role in controlling neuronal excitability, plasticity and
neuronal sensitivity to neurosteroids (71,72). Interestingly,
altered tonic inhibition and expression of dGABAA receptors
have been linked to several pathological conditions relevant to
the phenotypes of DMD patients, such as intellectual disability
and epilepsy, and to the phenotypes of mdx mice, such as anx-
iety (72), stress adaptation (73–75) and fear conditioning (76).

Because of its higher selectivity for the d subunit, THIP con-
stitutes a unique tool to determine whether altered expression
of extrasynaptic GABAA receptors plays a role in DMD patho-
physiology. One major finding in the present study is the dem-
onstration that mdx mice are more sensitive to the behavioral
effects of THIP, which strongly supports this hypothesis.
As many other pharmacological modulators of GABAergic
function, THIP may induce distinct functional alterations in a
dose-dependent manner, including hypnotic, sleep-promoting,
antinociceptive, anticonvulsant, sedative and anxiolytic effects
(28–30). We therefore compared the effects of three doses of
THIP (3, 10 and 30 mg/kg) known to have main effects on anx-
iety, sedation and hypnosis, respectively. While the lowest dose
of THIP induced comparable effects in both genotypes, we found
that mdx mice were more sensitive to higher doses of THIP that
usually mediate sedative/ataxic and hypnotic effects in mice.
The main effect of 10 mg/kg THIP in mdx mice was a drastic re-
duction of vertical activity, a parameter that is typically altered
in stressed mdx mice, suggesting that altered tonic inhibition
might participate to motor inhibition processes in this model.
This suppression of vertical activity in mdx mice may reflect a
change in arousal, motivational and/or emotional states, but
putative alterations of central mechanisms controlling nocicep-
tion, balance and/or motor/muscle functions cannot be ruled
out (77). The hypnotic effect of a higher dose of THIP (30 mg/kg),
characterized by shorter latency and longer duration of the loss
of righting reflex (LORR), was drastically enhanced in mdx mice.
Interestingly, this was comparable to the phenotype reported in

mice overexpressing a6 subunit-containing extrasynaptic re-
ceptors (30) but opposite to that of mice lacking the extrasynap-
tic d subunit (78). As subsets of both synaptic and extrasynaptic
receptors are affected in mdx mice, there is a need for future
studies to specify the molecular and functional consequences
of defective GABAergic inhibition in this model. It is likely that
the molecular alterations in mdx mice are subject to local and
temporal modifications due to the homeostatic competition be-
tween tonic and phasic inhibition to maintain total inhibition
(79) and because receptor composition and diffusional traffick-
ing between synaptic and extrasynaptic sites also varies during
network activity and plasticity to finely tune inhibitory sensitiv-
ity (80–82). Our present results suggest that the altered tonic
conductance mediated by dGABAA extrasynaptic receptors in
mdx mice may regulate important behavioral and physiological
functions. Therefore, this subtype of GABAA receptors might be
a relevant therapeutic target for DMD and animal models of this
disease.

Conclusions
Although the increased prevalence of anxiety and mood disorders
in DMD/BMD patients may partly result from their clinical condi-
tion and quality of life, mouse studies as well as recent neuropsy-
chological studies have given greater consideration to the
contribution of a central component in the genesis of emotional
and neuropsychiatric disturbances in these syndromes (11,83–85).
Our present data are in line with recent clinical studies suggesting
that emotional disturbances are common in DMD patients with
mutations that specifically impede expression of Dp427 dys-
trophin (11). Information on the emotional aspects of mdx mice is
therefore important to further understand DMD neuropathology
and may also provide valuable functional readouts in preclinical
studies (12). However, the nature and severity of the cognitive im-
pairments in DMD may vary depending on individual’s mutation
profile, as distal mutations may alter expression of shorter
dystrophin-gene products having distinct functions in brain
(11,51). Our present results suggest that loss of full-length dys-
trophin alters the functioning of the neuronal circuit of fear, which
includes the amygdala and connected subcortical and cortical
structures, leading to enhanced unconditioned fears, anxiety and
deficits in fear conditioning and memories. Recognizing, avoiding
and adapting to aversive situations are central aspects of mamma-
lian cognition. Dysfunctions in these processes may result in se-
vere changes in emotional reactivity, maladaptive social behaviors
and decreased intellectual functioning (42,86,87). Moreover, we
show that enhanced fearfulness in mdx mice induces long-lasting
motor inhibition. This highlights that brain and behavioral dys-
functions may also significantly influence motor outcome meas-
ures in this model, which might lead to an overestimation of
motor deficits and/or be confused with responses of lack of re-
sponses to treatments in preclinical studies. Our data also support
the current hypothesis that altered spatial localization of GABAA

receptors and altered tonic GABAergic inhibition underlie part of
the central disturbances due to Dp427 loss, suggesting that extra-
synaptic GABAA receptors should be further considered as candi-
date targets for future therapeutic developments.

Materials and Methods
Animals and experimental groups

Mice of the C57BL/10ScSn-Dmdmdx/J (mdx) and C57BL/10ScSn
strains were originally purchased from Charles River Laboratories
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(France) and Harlan (UK), respectively, and then bred in our la-
boratory. Dystrophin-deficient mdx and wild-type littermate male
mice (WT) were obtained by mating heterozygous mdx females
with C57BL/10ScSn males. Siblings were kept in group (two to
five per cage) under a 12-h light-dark cycle (light on: 7.00 a.m.)
with food and water ad libitum. Only the cages containing mice of
both genotypes were selected for experiments. Behavioral testing
was performed blind to the genotype by a male experimenter.
Mouse genotype was verified by PCR and confirmed by post-
mortem histological analysis of quadriceps muscle (21). Animal
care and experimental procedures complied with the European
Communities Council Directive (CEE 86/609/EEC), EU Directive
2010/63/EU, French National Committee (87/848) and ethic com-
mittee (Paris Centre et Sud, N&59).

Mice were changed to individual caging 1 week and given
daily handling during at least 3 days before testing. A first group
of mice aged 3 months (n ¼ 14 per genotype) was submitted to
a series of behavioral tests with intervals of 3–5 days between
tests, in the following order: restraint-induced unconditioned
fear, OF activity, forced swim test, tail-suspension test, single-
trial contextual fear conditioning and inverted screen test.
Independent groups of naı̈ve mice aged 4–6 months were sub-
mitted to the other tests. One group of 9-month old mice was
tested for restraint-induced stress to assess aging effects on this
behavioral response. Pharmacological experiments (effects of
THIP on behavior) were performed in 3-months old mice.

Behavioral tests

Restraint-induced unconditioned fear. The mouse was restrained by
grasping the scruff and back skin between thumb and index fin-
gers, while securing the tail between the third and little fingers
and tilting the animal upside-down in order that the ventral part
of its body faced the experimenter. After 15 s, the mouse was
released to a novel cage (24 $ 19 cm, with 12-cm high walls) con-
taining clean sawdust and was then video-tracked for 5 min
under dim illumination (80 lx) using the Any-maze software
(Stoelting, USA). Unconditioned fear responses induced by this
short acute stress were characterized by periods of tonic immo-
bility (freezing) and quantified during a 5-min recording period.
Complete immobilization of the mouse, except for respiration,
was regarded as a freezing response (88). The percent time spent
freezing was calculated for group comparisons. In separate
groups of mice, fear responses were analyzed following restraint
applied by grasping the scruff without tilting upside-down ani-
mal’s body (“scruff—not tilted” condition), or by placing individ-
ual mice horizontally in a transparent polypropylene cylinder
(3 cm diameter, 10 cm long) provided with ample air holes for
ventilation (tube condition). Extinction of the freezing response
was analyzed by repeating scruff restraint either once a day dur-
ing 6 days (5-min recording each day) or during 18 trials distrib-
uted within the same day and grouped in three blocks of six trials
(20 min intertrial interval (ITI); 90 min interval between blocks;
3 min recording per trial).

OF activity. The test box was a square OF (50 $ 50 $ 50 cm)
with black walls and a floor covered with sawdust. Experiments
were undertaken under constant room temperature (22–23 &C)
and homogeneous dim illumination (50 lx). Each mouse was
released near the wall and video-tracked for 30 min using the
Any-maze software. Recorded xy positions were used to generate
tracking plot of the exploration paths and to calculate the dis-
tance travelled, speed and time spent in distinct zones of the box,
i.e. in the whole apparatus, in a virtual corridor (width: 10 cm)

along the walls and in the remaining central area, referred to as
the center area. Latency of the first entry, number of entries, per-
cent distance travelled in center area and circling sequences
along walls were calculated as relative measures of anxiety.

Elevated plus-maze anxiety test. The maze had two facing arms
enclosed with high walls (20 $ 8 $ 25 cm), two open arms (20 $
8 cm) and a central area (8 $ 8 cm) forming a plus sign 65 cm
above the floor. Illumination was 150 lx in open and 30 lx in
enclosed arms. Mice were individually placed at the center of
the maze with the head facing an open arm. The number of
entries and time spent in open or enclosed arms were recorded
for 5 min. Head-dipping over sides of open arms were counted
and classified as protected head dips, when the rest of the
mouse’s body remained in a closed arm, and as unprotected
head dips when the whole mouse’s body was located in the
open arm.

Light-dark choice. The apparatus had 20 cm-high Plexiglas
walls and consisted of a brightly lit white compartment (40 $
15 cm; illumination: 600 Lx) connected by a trap door (6 $ 6 cm)
to a dark compartment (15 $ 15 cm; illumination< 10 Lx). Each
mouse was placed in the dark compartment for 10s, the trap
door was then opened and mice allowed to freely explore the
whole apparatus for 5 min. Step through latency, number of
entries and total time spent in the lit compartment were scored.

Forced swim test. Each mouse was lowered in an inescapable
glass cylinder (Diameter: 11 cm; height: 23 cm) filled with 18 cm
water at 25 &C (39). Room temperature was 25 &C. Behavior was
recorded on video for 5 min each day in two sessions separated
by a 24 h delay. Video were analyzed offline using event-
recorder keys in Any-maze to quantify the latency and duration
of three main parameters (25,26): climbing, staying afloat and
immobility (freezing). Climbing was considered when mice had
a vertical position of the spine with the forepaws striking the
glass walls while hind paws showed repetitive movement in
water. Staying afloat corresponded to movements simply per-
formed to keep the head above water. Immobility was defined
by a complete immobilization of the body for at least 1s. The
time not spent performing any one of these activities repre-
sented either unspecific uncoordinated movements or swim-
ming activity involving horizontal spine position with legs
treading water and producing a clear displacement of body.

TST. Each mouse was suspended by adhesive tape placed
2 cm from the tip of the tail, 35 cm above a bench top during a
6 min period (40,89). Behavior was recorded on video during two
sessions separated by a 24 h delay. The latency to the first bout
of immobility (freezing latency) and the duration of freezing
were quantified offline using event-recorder keys in Any-maze.
Complete immobility for> 2 s was regarded as freezing.

Inverted screen test. Mice were placed individually on a cage
wire screen about 35 cm above a table. After slowly inverting
the screen upside-down to 180& the ability to maintain a grip
was monitored (grip latency) and a maximum score of 120 s
given if the animal did not fall. Testing was repeated three
times with 10-min ITIs.

Circadian modulation of locomotor activity. The apparatus was a
computerized soundproof multi-box infrared-sensitive motion
detection system (Imetronic, Pessac, France). It was composed
of eight individual cages (30 $ 15 $ 18 cm, with sawdust on the
floor), each containing a food dispenser and a water bottle and
two parallel horizontal lines of infrared captors mounted along
the longer side walls. Cages were illuminated 12 h per day start-
ing from 7 a.m. Each mouse was introduced into an activity
cage at 3.30 p.m. and left undisturbed for 24 h. Horizontal and
vertical activities were measured by beam breaks in 1 h bins.
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Conditioned taste aversion. Procedure was as previously described
(90). Three days prior to testing, mice were placed on a water-
restriction regime with access to water for 30 min/day, from two
identical bottles placed in their home cages. Mice were handled
and weighted each day to assess general effects of restriction re-
gime. The bottles were weighed to evaluate fluid consumption. On
the conditioning day, mice had free access to a 15%-sucrose solu-
tion for 30 min, in two identical bottles. One hour later, mice were
injected (i.p.) with either 0.9% saline, or lithium chloride (LiCl: 0.3
M, 2% body weight). Twenty-four hours later, mice were given a
two-bottle choice test between the water and sucrose for 30 min.
The relative position of the two bottles was counterbalanced be-
tween mice. Conditioned taste aversion was expressed as the per-
cent sucrose solution consumed over total fluid intake.

Contextual fear conditioning. Contextual fear was studied in a
conditioning box consisting of a grid floor (30 $ 30 cm) enabling
delivery of electric footshocks as unconditioned stimuli (US),
and clear Plexiglas walls (45 cm in height) with no ceiling in
order to allow full observation and videotracking. Experiments
were performed under moderate illumination (80 Lx) and
the box was washed with absolute ethanol before each test.
A 5-min habituation session was followed on the next day by a
5-min acquisition session during which a footshock (0.4 mA, 2s)
was delivered at 2.5 min as the US. Retention of conditioned
fear was measured 24 h later, by placing the mouse in the same
context for 5 min. Freezing was analyzed from videotracking
plots (Any-maze, Stoelting), whereas the number of leanings
(standing upright on the hind legs with one or two forepaws
against the wall) was recorded using event-recorder keys and
referred to as vertical activity. To evaluate fear memory while
taking into account basal activity during habituation, the freez-
ing behavior during retention was also normalized to the dur-
ation of immobility during habituation (21).

Auditory-cued fear conditioning. The conditioning procedure
was carried out using the StartFear system (Panlab S.L.,
Barcelona). The conditioning chamber (25 $ 25 $ 25 cm) had
three black methacrylate walls, a transparent front door, a grid
floor connected to a shock scrambler and a speaker mounted on
the ceiling used to deliver audible tones as CS. The conditioning
chamber rested on a high sensitivity weight transducer system
to generate an analogical signal reflecting animal’s movement.
The chamber was confined in a ventilated soundproof enclosure
(67 $ 53 $ 55 cm) on an anti-vibration table with a surrounding
60-dB white noise. Interchangeable floors and walls (i.e. plain
floor and white walls) were used to analyze retention of cued
fear in a novel context. On the first day (acquisition), a 2-min
baseline period was recorded before delivery of five CS–US pairs
(Tone: 80 dB, 10 kHz, 30 s; footshocks: each at 0.4 mA for 2 s) with
variable and pseudo-randomly distributed intervals between
pairs of stimuli (60, 120 and 180 s). On the next day (retention),
the session started by placing the mouse in a different context
for 2 min (baseline) before delivery of four CS (80 dB, 10 kHz, 30 s)
separated by intervals of variable durations (60, 90 and 120 s).
Animal’s movements were sampled at 50 Hz for quantitative
analysis (FREEZING software, Panlab S.L., Barcelona). Freezing
was analyzed during delivery of the CS (periods of 30 s) to specif-
ically reflect associative learning performance (36).

Determination of ACTH response

Mice were either taken from their home cage directly, for baseline
measures, or 1 min after a 15s scruff restraint. Mice were then
anesthetized with isoflurane (Forene, Abbott-France) and blood
plasma samples collected rapidly (< 1 min) by intracardiac

puncture. All samples were collected on the same day between 9
and 10.30 a.m. Blood taking from distinct genotypes and groups
(basal, restraint) was counterbalanced. ACTH concentration was
determined in duplicate from ethylenediaminetetraacetic acid
plasma samples using an automated enzyme chemiluminescent
immunoassay (Immulite 2000, IDEXX-Alfort laboratory, France).

Behavioral effects of the extrasynaptic GABAA-receptor
agonist, THIP

The behavioral effects THIP, also called Gaboxadol, were analyzed
following i.p. injections with distinct doses (3, 10 and 30 mg/kg;
Sigma-Aldrich, France) or with 0.9% NaCl (saline control groups).
To reduce stress reactivity in this experiment, the i.p. injections
were performed without scruff restraint, by lifting up the rear
body while the mouse was holding a grid with its forepaws. Low
and moderate doses of THIP (3 and 10 mg/kg) were used to evalu-
ate effects on motor and emotional parameters, by testing mice
30 min postinjection in the OF for 10 min or in the light-dark
choice for 5 min. All tests were performed between 9 and 12 a.m.
A higher dose (30 mg/kg) was administered to a third group to
evaluate THIP-induced hypnosis, expressed by the LORR latency
and duration. The LORR was determined every 4 min by turning
the mouse in a supine position in 3 consecutive trials (5 s dur-
ation each) on a V-shaped polycarbonate trough. LORR was quan-
tified when the mouse could not right itself in any of the three
consecutive trials, while righting reflex recovery was considered
when shown in at least one of the three trials.

Statistical Analyses
Data are presented as means 6 SEM. Behavioral parameters were
analyzed with the Statview 5.0 software (SPSS, USA). One or two-
way analysis of variance were used, with genotype as the
between-group factor and temporal variables (time, trial, session)
as the within-group factor for repeated-measure comparisons.
Multivariate analysis of interrelated variables recorded in the be-
havioral test battery was undertaken as described (91) using a fac-
tor analysis based on the principal component method. Extraction
performed in each genotype separately was followed by an or-
thogonal rotation (Varimax) and the weight of each variable (i.e.
their correlation coefficient) on extracted factors was calculated.

Supplementary Material
Supplementary Material is available at HMG online.
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I. Filtrage sensoriel et fonctions exécutives 

1. Contexte de l'étude 

Si l’absence de la dystrophine complète (Dp427) conduit à une altération musculaire 
évolutive et à des troubles cognitifs légers, la perte de la forme la plus courte de 
dystrophine, la Dp71, n’affecte pas le muscle mais entraine une déficience intellectuelle 
sévère, une augmentation de la prévalence des déficits de mémoire de travail et des 
troubles neurodéveloppementaux encore mal caractérisés. 
La Dp71 est la plus abondante des dystrophines dans le cerveau. Comme les autres 
dystrophines, sa partie C-terminale interagit avec les dystroglycanes transmembranaires, 
les protéines adaptatrices syntrophines et ceci joue un rôle dans l’ancrage et/ou 
l’agrégation (clustering) de certains récepteurs et canaux ioniques membranaires. La Dp71 
est particulièrement exprimée dans les pieds des astrocytes périvasculaires où elle est 
requise pour le clustering des canaux aqueux (AQP4) et potassiques (Kir4.1), mais elle est 
aussi détectée au niveau des densités postsynaptiques où elle semble participer au 
clustering des récepteurs glutamatergiques, notamment dans l’hippocampe (Daoud et al., 
2009). Dans tous les cas, on suppose que la perte de Dp71 conduit à une augmentation de 
l’excitabilité des réseau neuronaux, soit du fait d’une désorganisation moléculaire des 
synapses excitatrices glutamatergiques, soit du fait d’une augmentation des concentrations 
extracellulaires en potassium. 
La déficience intellectuelle ne se limite pas à des déficits de mémoire à long terme et 
d’apprentissage, mais peut aussi impliquer des dysfonctions exécutives, comme des 
déficits de mémoire de travail, qui ont justement été identifiés chez des patients porteurs de 
mutations affectant l’expression de la Dp71 (Rocotti et al., 2016). Ici, nous avons utilisé la 
souris Dp71-null, dont l’insertion du gène de la β-Galactosidase dans le premier exon de la 
Dp71 aboli son expression, afin d’élucider les mécanismes neurophysiologiques altérés 
dans le cortex préfrontal qui joue un rôle important dans les fonctions exécutives, 
particulièrement la balance excitation/inhibition et la plasticité synaptique. Ces analyses ont 
été complétées par de l’imagerie confocale du dystroglycane et de la PSD95, un marqueur 
des synapses glutamatergiques, et par une étude comportementale ciblant spécifiquement 
des tâches impliquant les fonctions exécutives qui dépendent du cortex préfrontal. 

2. Méthodologie 

Les souris Dp71-null utilisées pour les expérimentations ont été croisées sur plus de 10 
générations avec des souris de lignée C57BL/6Rj afin que la modification génétique portée 
par ces souris s’exprime sur un fond génétique C57BL/6 pur, ce qui n’était pas le cas lors 
de la première étude de ce modèle par Daoud et al. (2009). Les expérimentations en 
immunohistochimie, microscopie confocale et comportement suivent les mêmes 
procédures que celles des deux articles sur la souris mdx. Ce sont donc des tests 
maîtrisés, validés et bien connus au sein de notre équipe. L’étude d’électrophysiologie a 
été réalisée par M. Amar, anciennement dans l’équipe de P. Fossier, spécialiste de l’étude 
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de la balance excitation/inhibition corticale et de l’extraction mathématique des différents 
courants excitateurs et inhibiteurs dans les réseaux corticaux. Toutes les statistiques et 
figures ont été réalisées à l’aide de MATLAB, en utilisant un code développé par R. 
Chaussenot, pour les besoins spécifiques à nos expérimentations. La validation des tests 
statistiques étant réalisée par la communauté MATLAB et la validation des résultats a été 
faite en comparant les résultats précédemment obtenus par Statview sur les souris mdx 
par rapport à ceux obtenus avec notre code (qui sont identiques). 

3. Résultats 

Nous avons commencé par confirmer l’intégrité des propriétés intrinsèques des neurones 
pyramidaux de la couche 5 du cortex préfrontal médian. Nous mettons en évidence une 
altération du clustering de deux protéines postsynaptiques normalement associées à la 
Dp71 dans la synapse glutamatergique (β-dystroglycane et PSD95), en accord avec les 
résultats in vitro de Daoud et al. (2009). La transmission glutamatergique basale est 
fortement augmentée chez les souris Dp71-null, suggérant une altération des récepteurs 
AMPA. Cette hypothèse a été testée en patch clamp, en présence de picrotoxine 
(antagoniste des récepteurs du GABA) et en imposant un potentiel spécifique à la cellule, 
pour isoler la composante excitatrice de la neurotransmission, et après addition de NBQX 
(antagoniste des récepteurs AMPA) ou d’APV (antagoniste des récepteurs NMDA) pour 
isoler la neurotransmission dépendant des récepteurs NMDA ou AMPA, respectivement. 
La composante inhibitrice a également pu être isolée en présence des deux antagonistes 
de la transmission glutamatergique. Un résultat majeur de l’étude est la mise en évidence 
d’une altération de la balance excitation/inhibition chez les souris Dp71-null. Chez les 
souris contrôles, on observe 18% d’excitation pour 82% d’inhibition, en revanche, la souris 
Dp71-null montre clairement un déséquilibre avec une balance de 26% d’excitation et 74% 
d’inhibition. Nous montrons que l’inhibition médiée par les récepteurs du GABA n’est pas 
affectée dans ce modèle et que les altérations touchent majoritairement les mécanismes 
postsynaptiques dans la synapse glutamatergique, avec pour conséquence une réduction 
importante de la plasticité synaptique (LTP) dans les réseaux du cortex préfrontal. 
 
Au niveau comportemental, la souris Dp71-null ne présente pas de déficit du réflexe de 
sursaut induit par un stimulus auditif, ni de la capacité à l’inhiber en présence d’un stimulus 
prédictif de plus faible intensité. Elle est donc capable d’intégrer et filtrer correctement les 
stimuli sensoriels auditifs. En revanche, nous mettons en évidence une altération de sa 
flexibilité comportementale dans deux apprentissages impliquant la mémoire de référence 
spatiale (piscine de Morris et labyrinthe radial). La souris Dp71-null montre également un 
retard d’apprentissage dans le test de la piscine de Morris, suggérant une utilisation 
inadéquate des indices spatiaux, ou une stratégie égocentrée inadaptée à cette tâche. 
Nous montrons aussi une altération claire et robuste de la mémoire de travail chez la souris 
Dp71-null dans un test de non-appariement retardé de position (DNMTP, ou delayed non-
matching to place) dans lequel la performance dépend de la sensibilité aux interférences 
induites par des choix successifs. 
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4. Conclusion 

La souris Dp71-null reste un modèle relativement peu étudié dont on ignore encore 
beaucoup de propriétés. Chez l’Humain, la perte de Dp71 induit notamment une déficience 
intellectuelle sévère, une augmentation de la prévalence des déficits de mémoire de travail, 
de l’attention ou encore une tendance accrue aux troubles du spectre autistique. Chez la 
souris, nous mettons en évidence une absence d’altération des processus d’intégration et 
de filtrage sensoriel, mais en revanche, la souris Dp71-null présente des déficits 
d’apprentissage spatial et de flexibilité comportementale associés à une altération forte des 
processus de mémoire de travail. Ces phénotypes reposent habituellement sur un circuit 
incluant principalement l’hippocampe et le cortex préfrontal. Dans notre modèle, ces 
déficits sont associés à une altération de la fonction synaptique corticale, caractérisée par 
la désorganisation des protéines synaptiques β-dystroglycane et PSD95, une 
augmentation de la transmission dépendante des récepteurs AMPA, une augmentation de 
la part excitatrice de la balance excitation/inhibition, et une réduction de la plasticité 
synaptique. Une hyperexcitabilité des réseaux hippocampiques ayant été également 
décrite, nos résultats suggèrent que la perte de Dp71 altère considérablement les fonctions 
exécutives et cognitives qui mettent en jeu la boucle hippocampo-corticale. La balance 
excitation/inhibition corticale a fait l’objet de nombreuses études depuis la découverte de 
son implication dans les processus de mémoire de travail, l’autisme et la schizophrénie. 
Cet ensemble d’altérations pourraient constituer un endophénotype à la base de la 
déficience intellectuelle induite par la perte de Dp71 dans une sous-population de patients 
DMD. 
 
Tous ces éléments suggèrent que la Dp71 pourrait effectivement posséder un rôle crucial 
dans la genèse des déficits cognitifs et neuropsychiatriques observés dans la myopathie de 
Duchenne et que les bases neurophysiologiques de ces déficits reposent sur une 
hyperexcitabilité des réseaux neuronaux. Reste à déterminer les mécanismes 
moléculaires, neuronaux ou gliaux, qui conduisent à cette perturbation, puisque la Dp71 
semble s’exprimer et jouer un rôle à la fois dans les neurones et les cellules gliales. Ceci 
fait l’objet des projets en cours et futurs de l’équipe. 
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Abstract 
Genetic loss of Dp71 dystrophin protein in Duchenne muscular dystrophy (DMD) patients 

is associated with severe intellectual disability and higher incidence of working memory deficits 
and neuropsychiatric disorders. This major brain product of the dmd gene is normally expressed 
in both glial and neuronal cells. It is believed that Dp71 is a key player in the regulation of brain 
ion homeostasis and glutamatergic neurotransmission and Dp71 deficiency is therefore expected 
to increase excitability of neuronal networks. However, the exact neural mechanisms and 
cognitive processes affected by Dp71 loss are still unclear. In the present study, we found that 
the excitation/inhibition balance in prefrontal cortex of Dp71-null mice is shifted toward enhanced 
excitation, which was associated with specific alterations of AMPA receptor-mediated 
glutamatergic transmission and reduced synaptic plasticity. We further show that Dp71-null mice 
display deficits in cognitive processes that depend on prefrontal cortex integrity, such as cognitive 
flexibility and the sensitivity of working memory to proactive interference in spatial learning tasks. 
Our results therefore support the hypothesis that enhanced excitability of cortical neuronal 
network and related executive dysfunctions contribute to intellectual disability in DMD patients 
holding mutations that impede expression of brain Dp71. 
 

Introduction 
Cognitive deficits and comorbid diagnosis of neuropsychiatric disorders are well 

recognized features of the Duchenne muscular dystrophy (DMD) syndrome, a common X-linked 
neuromuscular disorder caused by mutations in the dystrophin gene. The severity of central 
dysfunctions increases with mutations at the 3’ end of the gene, which lead to cumulative loss of 
several dystrophin-gene products (Dp260, Dp140, Dp116 and Dp71) encoded by distinct internal 
promoters and normally expressed in the nervous system in a cell-specific manner (Lenk et al., 
1993; Desguerre et al., 2009; Taylor et al., 2010; Milic Rasic et al., 2014). Although the molecular 
basis of the cognitive impairment is still poorly understood, reliable phenotype-genotype 
relationships indicate that genetic loss of all dystrophin products is associated with severe 
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intellectual disability (ID) and that Dp71 loss is a pivotal aggravating factor for cognitive status 
(Moizard et al., 2000; Daoud et al., 2009a). This has been further supported by identification of 
the first mutation that selectively alters Dp71 function and results in ID without muscular 
dystrophy (De Brouwer et al., 2014). However, the respective roles of brain dystrophins in 
selected cognitive functions and the core endophenotypes and neural mechanisms that lead to ID 
in a subset of DMD patients are still unclear. Whilst a range of cognitive and behavioral 
disturbances have been reported in heterogeneous cohorts of patients (Snow et al., 2013, for a 
review), a recent comprehensive study shows that mutations affecting Dp71 are associated with 
increased presence of working memory deficits and neuropsychiatric disorders as compared to 
more proximal mutations in the dmd gene (Ricotti et al., 2016), suggesting that impaired high-
order cognitive and executive functioning bring about ID in patients lacking Dp71. 
 

Dp71 is the shortest but most abundantly expressed dystrophin-gene product in the brain 
(Lederfein et al., 1992). In common with the other non-muscle dystrophins, Dp71 contains the 
cystein rich and carboxy-terminus domains of dystrophin, which are required for binding to 
transmembrane dystroglycan and adapter-protein syntrophin involved in the membrane clustering 
of various ion channels and receptors (Waite et al., 2012). Dp71 is enriched in perivascular-
astrocyte endfeet throughout the brain, where it is required for proper localization of AQP4 and 
Kir4.1 channels (Tadayoni et al., 2012), suggesting that its loss may alter both water and 
potassium homeostasis and thereby enhance neuronal excitability (Hendriksen et al., 2015). A 
pool of Dp71 is also expressed in postsynaptic densities and we previously showed that Dp71 
loss induces learning deficits associated with alterations in the postsynaptic organization, 
ultrastructure and function of hippocampal glutamatergic synapses in mice (Daoud et al., 2009b; 
Miranda et al., 2011). Dp71-null mice were displaying a marked enhancement of basal 
glutamatergic transmission, suggesting that a central excitation/inhibition (E/I) imbalance might 
underlie brain dysfunctions in this model. 
 

In the present study, we investigated neurophysiological mechanisms and behavioral 
processes associated with executive functioning in Dp71-null mice, which have a selective 
inactivation of the Dp71 promoter and do not display muscular dystrophy. We used patch-clamp 
techniques to determine the basal set-point value of E/I balance and its controlled maintenance 
following induction of synaptic plasticity in the prefrontal cortex, which plays a critical role in 
undertaking executive functions in mammals (Jones, 2002; Matzel et al., 2010). Confocal image 
analyses were performed to characterize synaptic expression of dystroglycan and glutamatergic-
synapse marker PSD-95. Executive functions were assessed by means of behavioral tests 
evaluating mice capacity to timely process and gate sensory stimuli, spatial working memory 
performance, cognitive flexibility and social behavior, which all involve integrity of high-order 
neuronal networks including prefrontal cortex. 
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Materials and methods 

Animals 
Dp71-null mice were originally generated by homologous recombination by replacing 

most of the first and unique exon and a small part of the first intron of Dp71 by the promoter-less 
gene encoding a β-gal-neomycin resistance chimeric protein, which specifically abolishes the 
transcription of Dp71 mRNA without interfering with the expression of other dmd-gene products 
(Sarig et al., 1999). Transgenic mice were backcrossed for >10 generations to C57BL/6JRj mice 
(Janvier Labs, France) in CDTA (Orléans, France) and breeders were kindly provided by Dr. 
Alvaro Rendon (Institut de la Vision, Paris, France). Production and maintenance of the 
transgenic line was undertaken in our animal facility by crossing heterozygous females with 
C57BL/6JRj males to generate Dp71-null and littermate control (WT) male mice. Genotype was 
determined by detecting presence of the gene encoding β-gal in PCR analyses of tail DNA. 
Animals were kept under a 12-h light-dark cycle (light on: 7.00 a.m.) with food and water ad 
libitum. Independent groups of 10–16 weeks male siblings were used for behavioral testing; test 
mice were placed in individual caging at least 8 days before testing and most protocols were 
conducted as previously described (Chaussenot et al., 2015; Miranda et al., 2015). Studies were 
conducted blind to the genotype, following guidelines of European Directive 2010/63/EU, French 
National Committee (87/848), mouse facility (agreement #D91-471-104) and ethical committee 
#59. 

 
Semi-quantitative immunofluorescence and confocal image analyses 

Brains dissected out following cervical dislocation were fresh-frozen in powdered dry ice 
and stored at −80 °C. Coronal brains sections (30 µm thick) including the medial prefrontal cortex 
(mPFC) were cut at −12 °C in a cryostat and collected on Superfrost+ glass slides (Roth, France). 
For immunochemistry, slides were thawed for 1 min at RT, immersed in acetone/methanol (1:1) 
for 5 min at −20 °C, washed 3 times in 0.1 M phosphate-buffered saline (PBS), incubated in a 
blocking solution for 45 min (10% normal goat serum, 0.3% Triton X-100, 1% bovine serum 
albumin) and then overnight at 4 °C with primary polyclonal antibodies directed against the 
postsynaptic density protein PSD-95 (1:500, Invitrogen). Sections were then washed and 
incubated with a goat anti-rabbit secondary antibody conjugated to Cy3 (Jackson 
Immunoresearch, USA) diluted 1:500 in PBS 0.1 M with 5% NGS and 1% BSA for 1h at RT. 
Slides were then washed and coverslipped using a mounting medium containing an instant-blue 
nuclear probe fluorescing (455 nm) compound (DAPI Fluoromount-G, Clinisciences, France). No 
staining was observed in sections processed from control sections from both genotypes when 
primary antibody was omitted. 

A laser scanning confocal microscope LSM 700 (Zeiss) was used to sequentially collect 
Cy3 immunoreactivity at 555 nm and DAPI staining at 405 nm. Confocal images of mPFC were 
imported using an EC Plan-Neofluar 40x/1.30 Oil M27 at a resolution of 156 nm/pixel. All images 
were randomly taken in layers 2/3 at same exposure times and equivalent stereotaxic coordinates 
(bregma: 2.8 mm to 2.46 mm; mouse brain Atlas; Paxinos & Franklin, 2001). Images were 
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processed for quantification using the WCIF ImageJ imaging system as follows: the punctate IR 
representing presumptive protein clusters, with a minimal size of clusters arbitrarily set to 3 
adjacent pixels (0,05 µm2) and a maximal size of 1 μm2, corresponding to more than 99% of the 
counted clusters. A threshold segmentation algorithm was used for automatic detection of 
clusters (Vaillend et al., 2010). The number and size of the clusters were analyzed within a total 
tissue surface of 43 200 µm2 per genotype derived from 4 brain sections per animal. The 
Kolmogorov-Smirnov test (KS-Test) was used to compare the distribution of protein cluster sizes. 
 

Electrophysiology 
Whole-cell patch clamp recordings 

Coronal brain slices (250µm thick) including the medial prefrontal cortex (mPFC) were 
obtained at postnatal days 21-28 (P21- P28) and maintained at 33°C in an oxygenated (95% O2-
5% CO2) ice-cold artificial cerebrospinal extracellular solution (ACSF) containing (in mM) : 126 
NaCl, 26 NaHCO3, 10 Glucose, 2 CaCl2, 1.5 KCl, 1.5 MgSO4 and 1.25 KH2PO4 (pH 7.5, 310-330 
mOsm). Somatic whole-cell voltage-clamp and current-clamp recordings were obtained with a 
Multiclamp 700B amplifier (Axon Instruments, USA) from layer 5 pyramidal neurons identified 
from the shape of their soma and primary dendrites using video-enhanced DIC (Hamamatsu 
Photonics, Japan) and from their current-induced firing profile. The borosilicate glass pipettes (3-5 

MΩ) were filled with (in mM) 140 K-gluconate, 10 HEPES, 4 ATP, 2 MgCl2, 0.4 GTP and 0.5 
EGTA (pH 7.3 adjusted with KOH, 270-290 mOsm). Signals were filtered at 2 KHz by a low-pass 
Bessel filter and sampled at 4 KHz using a Natural Instruments BNC-2090A acquisition board. 
Voltage data were corrected off-line for a measured liquid junction potential of -10 mV. The 

membrane time constant (τ) of each cell was a voltage response induced by 50 pA 
hyperpolarizing steps (200 ms; repeated 12 times). Only cells with a resting potential ≤ -60 mV 

and an access resistance < 25 MΩ were kept for analysis. The access resistance was 
compensated off-line in voltage clamp mode and neurons exhibiting more than 10% of the access 
resistance during the experiment were rejected. Electrical stimulations (1-10 µA, 0.2 ms) were 

delivered within layers 2/3 of mPFC using a 1 MΩ impedance bipolar tungsten stimulating 
electrode (TST33A10KT, WPI, Hertfordshire, England). The stimulation intensity was adjusted in 
current-clamp conditions to induce a subthreshold postsynaptic response reflecting coactivation 
of excitatory and inhibitory circuits without recruiting dominant non-linear processes such as 
those induced by NMDA receptor (NMDAr) activation. Control experiments with the NMDAr 
blocker D-AP5 did not reveal any variation of the recorded responses. Responses with antidromic 
spikes were discarded. In voltage-clamp conditions, the frequency of stimulation was 0.05 Hz and 
five to eight responses were averaged for each holding potential. Control recordings were made 
after 15 min of patch-clamp equilibration at 0.05 Hz at 5-7 holding potentials around neuron 
resting potential and after 20 min of continuous drug perfusion. NBQX and D-AP5 were obtained 
from Ascent Scientific (Bristol, UK), spermine tetrahydrochloride, QX314, picrotoxin and TTX from 
Tocris (R&D Systems, France). All other drugs and chemicals were obtained from Sigma-Aldrich 
(Lyon, France). 
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Data were analyzed off-line with a specialized software known as ElphyTM at Biologic UNIC–
CNRS by Sadoc G. (Gif-sur-Yvette, France). The method is based on the continuous 
measurement of conductance dynamics during stimulus-evoked synaptic response, as primary 
described in vivo in the cat cortex (Borg-Graham et al., 1998; Monier et al., 2003) and further 
validated in the rat visual cortex (Le Roux et al, 2006; Moreau et al., 2010) and mouse mPFC 
(Meunier et al, 2013; 2015). Evoked synaptic currents measured and averaged at a given holding 
potential were used to construct I-V curves. The holding potential value (Vh) was corrected (Vhc) 
to account for the resistance drop due to current leakage through Rs (Resistance series) by the 
equation: Vhc(t) = Vh(t) – I(t) x Rs. An average estimate of the cell input conductance waveform 
was calculated from the best linear fit (mean least square criterion) of the I-V curve for each delay 
(t) following stimulation onset. Cells showing a Pearson correlation > 0.95 with the I-V linear 
regression slope between –90 and –40 mV were used to calculate the conductance change in the 
recorded pyramidal neuron from the slope of the linear regression. 

 

Excitatory/inhibitory (E/I) balance 

Somatic recordings do not provide rigorous estimates of the synaptic events in distal 
dendrites and the conductance estimates are ratios of the overall excitatory and inhibitory drive 
contained in the stimulated local network (Haider et al., 2006). However, relative changes in 
conductance magnitude reflect the cumulative contributions of excitation and inhibition that 
converge at proximal portions of the neuron and define a narrow window over which input 
integration and spike output can occur (Higley and Contreras, 2006). Therefore, we estimated the 
E/I balance through the decomposition of synaptic conductance changes as previously described 
(Le Roux et al., 2006): The evoked synaptic global conductance term gT(t) was first calculated by 
subtracting the resting conductance (grest) from input conductance. The apparent reversal 
potential of the synaptic conductance at the soma (Esyn(t)) was taken as the voltage abscissa of 
the intersection point between the I-V curve obtained at a given time (t) and that determined at 
rest. Assuming that the evoked somatic conductance change reflects the composite synaptic 
input reaching the soma, Esyn(t) characterizes the stimulation-locked dynamics of the 
excitation/inhibition balance. 

To decompose the global evoked synaptic conductance (gT(t)) into excitatory and 
inhibitory components (gE(t) and gI(t)), each associated with known and fixed reversal potentials. 
The following simplification was used: Isyn(t) = gE(t) (Esyn(t) – Eexc) + gI(t) (Esyn(t) – Einh) and 
gT(t) = gE(t) + gI(t) where Isyn(t) is the total synaptic current, Esyn(t) is the apparent reversal 
potential at the soma, gE(t) and gI(t) are excitatory and inhibitory conductances respectively and 
Eexc and Einh are the reversal potentials for excitation and inhibition currents (Program written 
by C. Monier, CNRS UNIC, France). The I-V curve in layer 5 of the mPFC was linear between -80 
to +10 mV with a reversal potential equal to -80 mV in the presence of excitatory transmission 
blockers (CNQX, D-AP5) and to 0 mV in the presence of the bicuculline blocker of inhibitory 
inputs (Le Roux et al., 2006). Esyn(t) was extrapolated from I-V curves in which it took any 
intermediate values between -80 mV and -40 mV (Le Roux et al., 2006 supplementary data), i.e. 
within the limits of the voltage range (-90 to -40 mV) corresponding to the linear part of I-V curves. 
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Esyn(t) was also within the limits of Einh and Eexc values, in order to fulfill the mathematical 
conditions for simplification of the gI(t) and gE(t) calculation. Synaptic conductance changes were 
quantified as integrals (int) within a 200 ms time window in order to reach a better reproducibility 
than with direct measurement of peak conductance. The contribution of each component of the 
E/I balance was expressed by the ratio of its integral values (intgE or intgI) and the global 
conductance change (intgT).  
 
Synaptic transmission 

Synaptic efficacy was first evaluated by means of input/output (I/O) curves generated 
using a range of stimulus intensities from 0 to 40 V. Four responses were averaged at each 
intensity. NMDAr-mediated synaptic responses were isolated in the presence of a GABAA 

receptor antagonist (picrotoxin, 50µM) and an AMPA receptor antagonist NBQX, 10µM) at a 
holding potential of -40mV. Dependence on NMDAr activation was confirmed by applying an 
NMDAr antagonist (D-AP5, 50µM). To estimate the NMDA/AMPA ratio, the recording pipettes 
were filled with (in mM) 115 CH3CsSO3, 20 CsCl, 10 Hepes, 2.5 MgCl2, 4 Na2ATP, 0.4 NaGTP, 
10 Na-p-creatinine, 0.6 EGTA, 0.1 spermine tetrahydrochloride, 5 QX314 (280-300 mOsm, pH 
7.3 adjusted with CsCL OH). Pyramidal neurons in layer 5 were clamped at -75 mV and AMPAr-
mediated EPSCs were recorded in response to single pulses delivered at 0.05Hz in layer 2/3. 
NBQX (10µM) was then applied to ACSF and the holding potential changed to +40 mV to isolate 
NMDAr-mediated EPSCs. Picrotoxin (50µM) was present to block GABAA receptor-mediated 
currents. 

Spontaneous miniature excitatory post synaptic currents (mEPSC) were recorded at -75 
mV in whole cell configuration using a pipette filled with the K+- gluconate and in the presence of 
bath-applied sodium channel blocker tetrodotoxin (TTX, 1µM) , D-AP5 (50µM) and picrotoxin 
(50µM) . NBQX (10µM) suppressed mEPSCs thus confirming their dependence on AMPAr 
activation. Spontaneous miniature inhibitory post synaptic currents (mIPSC) were recorded at a 
holding potential of -75 mV using a pipette internal solution that stabilizes the Cl- reversal 
potential around -35 mV, in the presence of bath-applied TTX (1µM), NBQX (10µM) and D-AP5 
(50µM). Picrotoxin (50µM) suppressed mIPSCs thus confirming their dependance on GABAAr 
activation. The amplitude and frequency of at least 300 mEPSCs and 300 mIPSCs were analysed 
with the ELPHY software (ElphyTM, Gerard Sadoc, Biologic UNIC–CNRS, Gif-sur-Yvette, France). 
 
Synaptic plasticity 

Paired pulse facilitation (PPF) of evoked EPSCs was examined at varying inter-stimulus 
intervals (ISI from 50 to 700 ms), using a stimulation intensity corresponding to one third of the 
intensity necessary to elicit an action potential. Four responses were averaged for each ISI. Long-
term synaptic plasticity was induced in prefrontal cortical layer 2/3 by high frequency stimulation 
(HFS) using a theta burst protocol (3 trains of 13 bursts at 5Hz, each burst comprising 4 pulses at 
100Hz; 2 min total duration), while layer 5 neurons being under current clamp (I=0) (Abraham and 
Huggett 1997). Data were recorded 15, 30, 45, and 60 min after HFS and compared to baseline 
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recordings. Synaptic plasticity was considered when the induced changes in synaptic strength 
were larger than 20% of baseline recordings. 
 

Behavioral studies 
Auditory gating 

The conditioning chamber (19 × 25 × 19 cm) was placed inside a sound-attenuating box 
(67 × 53 × 55 cm, StartFear System, Panlab, Spain) and was composed of black methacrylate 
walls, a transparent front door, a roof speaker and a grid floor (StartFear System, Panlab). Mice 
were placed on the grid floor in a small non-restraining plexiglas cylinder (5 × 10 × 3.5 cm) during 
5 min prior to testing (acclimatation period). A background white noise (BWN, 65 dB) was present 
throughout testing. The acoustic startle reflex (ASR) was induced by a high-intensity startling tone 
(pulse; 55 dB above background noise, 10 kHz, 40 ms) and its amplitude was modulated by the 
presentation of non-startling low-intensity prepulses (0–12 dB above background noise, 10 kHz, 
20 ms) to evaluate auditory gating. Startle responses were detected by a piezoelectric 
accelerometer plugged to the grid floor. The startle reflex was first evaluated by exposing mice to 
4 blocks of 9 pulses (5, 15, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55 dB above BWN) presented in a pseudo-
random order with inter-trial intervals (ITIs) of 10, 15 or 20 s. On the next day, the capacity of a 
prepulse to reduce the amplitude of the startle reflex (prepulse inhibition of ASR, or PPI) was 
evaluated by exposing mice to 6 blocks of 5 pairs of stimuli each composed of one prepulse (0, 3, 
6, 9 or 12 dB above BWN) delivered 100 ms before a startling pulse of 120 dB (55 dB above 
BWN). 
 

Navigation and reversal learning in the water maze. 

The maze was a circular tank (150 cm in diameter) filled with water (21–22°C) to 7 cm 
below the top of the sidewall, made opaque by addition of a white non-toxic paint (Opacifier 631, 
Morton SA, France). A circular escape platform (11 cm in diameter) was placed in the center of 
the maze during pre-training or in the center of a quadrant (40 cm from the wall) during training. 
The platform placed 0.5 cm below the water surface was not visible. The maze was placed in a 
well-lit room (380 lx) containing several extra-maze cues. A video camera mounted on the ceiling 
was connected to a computer in an adjacent room and data were recorded using the Any-Maze 
Video Tracking System (Stoelting, USA). One day before training the mice underwent four trials 
during which they were trained to find and stay on the escape platform for 60 s (pretraining). 
Then, the training phase lasted 9 days and consisted of 4 successive trials during which the 
platform was always located in the same quadrant for a given mouse. In each trial, the mouse 
was introduced in the water maze from three different starting points in the quadrants that did not 
contain the platform and was allowed to swim freely until it reached the platform. Mice failing to 
find the platform after 90 s were gently guided to it by hand and a maximum escape latency of 90 
s was recorded. Mice remained 60 s on the platform before the start of the next trial. After the 
training phase, the platform was moved in the opposite quadrant and mice were given 5 
additional days of training to learn the new platform position (reversal). Individual swim paths 
were recorded to calculate the swim speed, distance swum, time spent in various virtual areas of 
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the maze (the four quadrants, the four platform annuli representing putative platform positions, 
four extended annuli (48 cm in diameter) surrounding platform positions, and a virtual corridor 19 
cm in width set along the wall to quantify thigmotaxis. Path efficiency was defined as an index of 
the path taken by the animal to get from its start position to the platform, with a score of 1 
indicating perfect efficiency (straight line trajectory). 
 
Reversal learning and working memory in the radial maze 

The automated radial maze (Ugo Basile, Italia) had a central platform (16 cm in diameter) 
and eight arms (5.5 × 35 cm) with low-profile walls (height: 1 cm; initial step from door: 8 × 7 cm 
length) to optimize visibility of extra-maze cues for allocentric spatial orientation. A guillotine-like 
mechanism enabled to quickly but silently open and close individual sliding doors at the entrance 
of each arm. Independent groups of mice of both genotypes were submitted either to a win-stay 
learning paradigm to test reversal learning or to a win-shift paradigm to evaluate spatial working 
memory performance. Mice were first placed under a water restriction regimen with daily access 
to 0.2 ml of the solution to be used as the reward during training (Reversal testing: 0.1% 
saccharine solution ; DNMTP: sweetened condensed milk diluted 1:1 in water) followed by 
access to 1 ml of water. Mice were maintained at 85−90% of their initial weight throughout the 
experiment. Mice were given 1 ml drinking water in their home cage after each session.  

For reversal testing, mice were first allowed to freely explore the maze with all doors 
opened for two days, during which they could retrieve 3 (on day 1) or 1 (on day 2) 15-µl drops of 
the reward solution in each arm (pretraining). Training then consisted in a 10−day training phase, 
during which mice had to retrieve one reward placed in a small cup at the end of one single 
baited arm, in 6 consecutive trials per day. Each trial started by placing mice on the central 
platform for 15 s before opening all doors and ended when the mouse reached the end of the 
baited arm and returned to the central platform after consuming the reinforcement, or after a 
maximum duration of 300 s. The baited arm was the same throughout this initial discrimination 
task for a given mouse. On day 11, the reward was moved to a new baited arm located 135° 
anticlockwise from the previously baited arm and the mice had to learn the new rewarded position 
for 4 days (reversal learning). Mice were returned to their home cage for 60 s between each trial. 
Reference memory errors were defined as first visits into non-baited arms and working memory 
errors as re-visits of non-baited arms within the same trial. 

For working memory we first used a low-interference paradigm. Training lasted 7 days 
and consisted of 2 trials per day (Fig. S7 A). Each trial started by placing the mouse on the 
central platform before door opening. During a presentation phase, only 3 doors were opened to 
provide access to only three baited arms. Mice were then maintained on the central platform for 
15 s before start of a choice phase during which six doors were simultaneously opened, giving 
access to the three previously baited arms and to three novel arms. Only the 3 novel arms were 
baited during the choice phase. On day 8, working memory performance was challenged by 
increasing the delay between the presentation and choice phases to 30 s instead of 15 s. 

In a second experiment we analyzed working memory performance using a high-
interference delayed non-matching to place task, or DNMTP. Testing started with a pretraining 
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phase lasting 4 days during which the mice were given sequential access to each baited arm until 
the entire maze was visited within a single session. Then, DNMTP consisted of 8 trials per day for 
14 days. In each trial, the mouse could first sequentially visit two different baited arms (study 
phase). After entering the last arm and returning to the central platform for 5 s, it was then 
submitted to a choice phase consisting in two trials (two choice pairs) during which it had the 
choice to visit a new arm or an arm previously visited during the study phase. Only the new arm 
was baited and a visit to this arm was counted as a correct choice. For each choice pair, once the 
mouse had made a choice, the door of the other open arm was closed. The mouse first had 
simultaneous access to the first arm previously visited during the study phase and a new adjacent 
baited arm (first choice). Then, it was given access to the second arm previously visited during 
the presentation phase and a new adjacent baited arm (second choice). The sequences of 
presented arms during the study and choice phases were pseudo-randomly selected, as in 
Touzani et al. (2007). In each trial, the mouse was given a score equal to 100% if it only visited 
new baited arms during the choice phase, 50% if it visited one of the two new baited arms and 
0% if incorrect choices were made in both trials. 
 

Statistical analysis 
Most data are expressed as mean ± standard errors of the mean (SEMs). Genotype 

differences were evaluated using one or two-way ANOVAs depending on the presence of a 
within-subject repeated measure (intensity, time, training session); p values < 0.05 were 
considered statistically significant. Cumulative distributions of the amplitude of miniature currents 
in the patch-clamp study and of protein cluster size in confocal image analyses were compared 
using the Kolmogorov-Smirnov (K-S) test; p values < 0.005 were considered statistically 
significant. 

Results 

Neurophysiology of prefrontal cortex pyramidal neurons 
Intrinsic membrane properties 

Stable patch-clamp of pyramidal neurons was obtained in layer 5 of median prefrontal 
cortex (mPFC) in juvenile male mice of both genotypes (Fig. S1). Recordings displayed the 
typical intrinsic properties and firing patterns of regular spiking pyramidal neurons (Mc Cormick et 
al, 1985; Connors and Gutnick, 1990). As shown in Table S1, passive membrane properties 
characterized by membrane resting potential (Vm), input resistance (Ri) and time constant (τm) 
were statistically comparable between genotypes (all three parameters, p > 0.1, NS). The action 
potential (AP) threshold was slightly higher in Dp71-null mice compared to WT (≈ +2 mV; p < 
0.05), but this was not associated with significant changes in AP half width, dV/dt ratio and firing 
rate. Hence, the passive membrane properties as well as the rapid and balanced expression of 
inward and outward ionic conductances associated with action potential firing were largely 
preserved in mice lacking Dp71. 
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shift towards larger values in the distribution of peak amplitudes in Dp71-null mice (p<0.0001; Fig. 
2C), suggesting an increase in the sensitivity of their postsynaptic glutamate receptors. While the 
rise time of mEPSCs was comparable between genotypes (WT: τon = 2.47 ± 0.09 ms; Dp71-null: 
τon = 2.59 ± 0.05 ms; n>100 events in 6 cells in both genotypes; p=0.3133; Fig. S2), the decay 
time constant was significantly smaller in the mutants (WT: τoff = 6.69 ± 0.15ms; Dp71-null: τoff = 
5.6 ± 0.16ms, p<0.0001; Fig. S2), suggesting a putative change in AMPAr properties and/or 
subunit composition. In contrast, the frequency and amplitude of mIPSCs were strictly 
comparable between genotypes (Fig. 2 D-F), as well as mIPSCs kinetics (not shown), thus 
indicating that GABAergic neurotransmission was unaltered in Dp71-null mice. 

 
Fig. S2. (A-B) Representative traces of mEPSCs recorded in WT (A) and Dp71-null mice (B) at 
holding potential of –75mV, in presence of TTX, D-AP5 and picrotoxin. Successive traces from 
top to bottom in A and B show increasing magnification of time and amplitude scales of miniature 
events. (C) Rise time (τon) and decay time (τoff) of mEPSCs, showing significant reduction of 
decay time in Dp71-null mice compared WT mice (n=6 per genotype). ***p<0.001, genotype 
effect. 

 

Excitatory/inhibitory (E/I) balance 

The relative contribution of excitatory and inhibitory currents to cortical synaptic balance in 
Dp71-null and WT mice was estimated through deconvolution of the composite synaptic currents 
recorded in layer 5 pyramidal neurons which are critically involved in the elaboration of balanced 
cortical outputs. We first performed the extraction of the evoked total input synaptic conductance 
gT (Fig. S3) followed by its deconvolution to determine the somatic excitatory gE and inhibitory gI 
input conductances (Fig. 3 A-B). Typically, electric stimulations in layer 2/3 produced a fast 
excitatory conductance (gE) followed by a long lasting inhibitory conductance (gI) in layer 5 
neurons (Le Roux et al, 2006). The integrals of gE (Intg E) and gI (Intg I) calculated from a 200ms 
recording period were then expressed as percent of the total conductance integral (IntgT) to 
represent the E/I ratio (Monier et al, 2008; Moreau et al, 2013, Meunier et al, 2013). The E/I ratio 
was not correlated to conductance amplitude and independent from stimulation amplitude. 
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Fig. 3. Excitatory/inhibitory (E/I) balance and synaptic plasticity in mPFC neurons. (A-B) Sample 
traces from WT (A) and Dp71-null mice (B) showing somatic excitatory (gE) and inhibitory (gI) 
input conductances extracted by deconvolution. (C) Percentage of excitation and inhibition 
diverged between genotype, with a shift toward enhanced excitation in Dp71-null mice. Synaptic 
conductance changes were evaluated by the ratio of their integral values (intgE or intgI) to that of 
global conductance changes (intgT, Fig. S3). (D) Histogram showing the consequent 
enhancement of the E/I ratio in Dp71-null mice. *p<0.01, genotype effect. (E-G) Long-term 
potentiation (LTP) of synaptic transmission was characterized by an increase in total integrated 
conductance Intg T (E) with overt potentiation of both inhibitory intgI (F) and excitatory intgE (G) 
components of this composite total conductance. LTP of Intg T and Intg E was significantly 
reduced in Dp71-null mice, while the level of potentiation of inhibitory inputs was comparable 
between genotypes. 
 

Synaptic plasticity 

Synaptic plasticity was induced by high frequency stimulation with a theta burst protocol 
(TBS) and was expressed as the percent change in the integral total (intg T), inhibitory (Intg I) 
and excitatory (Intg E) conductances compared to baseline recordings. As expected from 
previous studies (Meunier et al., 2013; 2015), TBS resulted in the induction of either long-term 
potentiation of synaptic transmission (LTP), long-term depression (LTD) or absence of plasticity 
(% change from baseline <20%). The proportion of each event was comparable between 
genotypes, with LTP being the most represented form of plasticity (Fig. S4 A). In WT mice, LTP 
was characterized by a strong and lasting potentiation of the total (composite) synaptic response 
(Fig. 3 E), with a comparable potentiation of both inhibitory and excitatory currents (Fig. 3 F and 3 
G, respectively). In Dp71-null mice, however, the potentiation of the composite current was 
significantly reduced as compared to WT mice (Dp71-null: 43 ± 3.9%, n=21; WT: 67 ± 4.6 %, 
n=13; p=0.00046; Fig. 3 D). This was associated with a reduced potentiation of the excitatory 
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component (Intg E) in Dp71-null mice (only +27%) compared to WT mice (+68%) (p=0.0006; Fig. 
3 G). The level of potentiation of the inhibitory component (Intg I) was also lower in Dp71-null 
mice but this did not reach the level of significance (p = 0.1, NS; Fig. 3 F). As expected from 
previous studies (Meunier et al., 2013; 2015), depression (LTD) of the composite synaptic 
response was only observed in few cells and no significant genotype differences could be 
detected (Fig. S4 B). 
 

 
Fig. S4. (A) Distribution of neuronal cells expressing LTP, LTD or no plasticity following theta 
burst stimulation, as a percent of total number of recorded neurons. (B) Level of potentiation in 
the neurons that expressed LTD, expressed as percent change of Intg T during the 60 min 
recordings following TBS. 
 

The short-term presynaptic facilitation of neurotransmission (Zucker and Regehr 2002; Katz 
and Miledi 1968) was tested by stimulating at subthreshold intensities in layer 2/3 with paired 
pulses with variable interstimulus intervals (ISI) (Fig. S5). Paired-pulse facilitation (PPF) of 
EPSCs was observed in both genotypes (Fig. S5 A); it was maximal at the shortest delay (50ms) 
and decreased to baseline levels for increasing duration of the intervals, thus confirming typical 
dependence of PPF on the ISI. There was no statistical difference between genotypes on the 
level PPF expressed at different ISIs (Fig. S5 B), indicating that the absence of Dp71 did not alter 
the calcium-dependent presynaptic mechanisms involved in glutamate release. 
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responses in both genotypes (priming vs ending amplitudes: p > 0.3; Fig. 4 A), indicating that the 
maximal startle response does not show notable variation over the course of an experiment. In a 
second experiment, a non-startling prepulse (3−12 dB above the 65 dB background noise) was 
delivered 100 ms before the 120 dB startling pulse (Fig. 4 B). This induced a progressive 
decrease in startle amplitude as a function of prepulse intensity (p < 0.001), i.e., a prepulse-
induced inhibition (PPI) of the startle response. The percent decrease in the startle response was 
comparable between genotypes for all prepulse intensities (p > 0.8), thus showing that auditory 
sensory gating was not altered in Dp71-null mice. 

 
Fig. 4. Gating of auditory stimuli. (A) Startle reflex expressed in arbitrary units as a function of 
auditory pulse intensity (from 5 to 55 dB above BWN). (B) Prepulse inhibition of the acoustic 
startle reflex (PPI) expressed as the amplitude of the startle in response to the startling pulse (55 
dB) when preceded by a prepulse of 3, 6, 9 or 12 dB above background. Data are normalized to 
the maximal amplitude recorded in the absence of prepulse. (A-B) Priming and ending pulses 
(average of 3 pulses) were applied at 120 dB (55 dB above background) to verify stability of the 
maximal startle response before and after application of the pulse ramp. 
 

Spatial cognitive flexibility 

To address cognitive flexibility, mice were first trained in a spatial reference memory task 
followed by reversal learning in a water maze (Fig. 5 A–B). During the first 8 days of the training 
phase, the Dp71-null mice swam longer distances (Fig. 5 A) and displayed longer latencies (not 
shown) to reach the platform and escape from water as compared to WT littermate mice (both 
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parameters: p<0.05). This was associated with a reduced path efficiency in the transgenic mice 
(p<0.05; Fig. 5B). However, there was no main genotype effect on swim speed or thigmotaxis 
(both parameters, p > 0.1), suggesting that the altered progression of learning performance in 
Dp71-null mice was not influenced by non-cognitive factors. Upon reversal on day 10 (platform 
position change), the WT mice showed a drop in performance characterized by a longer distance 
swum to the platform and decreased path efficiency as compared to the last day of training. 
During the next 3 days, the WT mice showed a progressive decrease in the distance swum to 
reach the new platform position (p < 0.02; Fig. 5 A) and in the number of entries into the quadrant 
that previously contained the platform (p < 0.01; not shown). Within the four days of reversal the 
performance reflected by these parameters returned to levels comparable with those expressed 
at the end of the initial training period, thus showing that the WT mice flexibly learned the new 
platform position. However, a significant genotype x session interaction was detected during 
reversal learning (distance swum: p < 0.03; entries in quadrant previously containing platform: p = 
0.05). This reflected a lack of performance improvement in the Dp71-null mice (both parameters, 
p>0.6, NS), suggesting inflexible use of non-spatial navigation strategies. 

Spatial cognitive flexibility was further assessed in a radial maze using a win-stay 
paradigm in which only one arm was baited (always the same for a given mouse) during the 10 
days of initial training (acquisition; 6 trials per day). Reversal learning was then tested during 4 
days during which the bait was moved to a different arm. In this task, mice of both genotypes 
showed comparable performance during pretraining (latency to visit the first arm: p > 0.7; number 
of arms visited: p > 0.8; not shown) and latencies of the first visit remained stable throughout the 
experiment (p > 0.05) and comparable in the two genotypes (p > 0.4). During the training phase, 
both genotypes rapidly mastered the task and displayed comparable reference and working 
memory performance across sessions (p > 0.3, Fig. 5 C-D). Upon reversal (day 11), the number 
of reference and working memory errors drastically increased in both Dp71-null mice and WT 
(genotype effect: p > 0.4). However, the progression of reference memory performance during 
reversal learning was significantly delayed in Dp71-null mice compared to WT mice (genotype x 
session interaction: p < 0.007), as the transgenic mice made more reference memory errors 
(genotype effect, reference memory errors: p < 0.002; Fig. 5 C) and more visits in the incorrect 
arm that was previously baited during initial training (p < 0.02, not shown) during the second day 
of reversal learning, suggesting altered spatial cognitive flexibility. 

 

Spatial working memory  

Working memory performance was first assessed in a low-interference win-shift paradigm 
(Fig. S7 A). During training (7 days, 2 trials per day), the number of re-entries into visited arms 
during the presentation phase (access to 3 baited arms) was comparable between genotypes 
(Fig. S7 B). During the choice phase (Fig. S7 C), the number of visits of non-baited arms (i.e., 
arms previously explored during the presentation phase) was also comparable between 
genotypes. When working memory performance was challenged by increasing the delay between 
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the presentation and choice phases to 30 s instead of 15 s (delay test; day 8), no significant 
difference was detected between genotypes (Fig. S7 B-C). 

In the high-interference delayed non-matching to place task (DNMTP), mice were 
sequentially submitted to two choice pairs between a recently visited arm and a new adjacent arm 
(Fig. 5 E). During each trial, only the visits to a new arm allowed the mice to retrieve a reward 
(correct choices). As shown in Fig. 5 F, the percent of correct choices increased across daily 
sessions in both genotypes (session effect: p < 0.001; genotype x session interaction: p > 0.5, 
NS), thus reflecting acquisition of the learning rule. However, the percent of correct choices was 
constantly reduced in Dp71-null mice throughout the learning period (genotype effect: p < 0.003), 
suggesting persistent impairment in working memory performance. Figure 5 G shows that this 
deficit was expressed during each choice trial (Genotype effect, first choice: p < 0.006; second 
choice: p < 0.02). 
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Fig. S7. Low-interference spatial working memory task in a radial maze. (A) Schematic 
representation of the protocol in which each trial was composed a presentation phase with 
access to 3 baited arms (grey arms in this example), followed by a choice phase with access to 6 
arms among which only the 3 novel arms were baited. (B) Number of re-entries into already 
visited arms during the presentation phase of the training period (mean of 7 training days) and 
during day 8 when delay was increased to 30s instead of 15s. (C) Number of entries in non-
baited arms (error) during the choice phase of the training period (mean of 7 days) and during 
day 8 when delay was increased to 30s instead of 15s. 
 

Discussion 
 

The major finding of this study is that a genetic loss of Dp71 dystrophin is associated with 
an excitatory/inhibitory (E/I) imbalance towards enhanced excitation in medial prefrontal cortex 
(mPFC) neuronal networks, associated with altered executive functions that depend on prefrontal 
cortex integrity. A role for Dp71 dystrophin in neuronal excitability was suspected because of its 
role in clustering aquaporin 4 water channels and Kir4.1 potassium channels in perivascular 
endfeet, suggesting that its loss could alter brain water homeostasis and increase extracellular 
potassium concentration with a putative impact on neuronal firing processes (Tadayoni et al., 
2012; Hendriksen et al., 2015; for reviews). Dp71 has also been detected in neurons (Gorecki 
and Barnard, 1995; Aleman et al., 2001) and in postsynaptic densities (Blake et al., 1999; Daoud 
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et al., 2009b), while an alternative transcript called Dp40 has also been proposed to play a role in 
presynaptic and/or postsynaptic mechanisms in central excitatory synapses (Tozawa et al., 2012; 
Fujimoto et al., 2014). Hence the idea that Dp71 may have multifarious functions in both neuronal 
and glial cells. The precise molecular mechanisms by which absence of Dp71 alters neuronal 
function remain to be specified, but one main deteriorated system in the Dp71-deficient brain 
appears to be the regulation of E/I balance, neurotransmission and synaptic plasticity of neuronal 
networks involved in cognitive and executive processes. 

Cortical synaptic E/I balance results from coordinated and regulated activities of recurrent 
excitatory and inhibitory cortical networks. Pioneer studies demonstrated that a rigorous 
estimation of the E/I balance can be obtained through decomposition of cumulative synaptic 
conductances, rather than through pharmacological isolation of inhibitory and excitatory currents. 
The E/I balance is normally finely tuned to a 20–80% set point in rodents and small shifts may 
have important impact on neuronal network activity (Le Roux et al., 2006, 2007, 2008; Meunier et 
al, 2013). Here we report that an 8% increase in excitation in Dp71-null mice, corresponding to 
46% increase of the E/I ratio, is associated with a strong enhancement of basal excitatory current 
amplitudes and significant reduction of the level of synaptic plasticity (LTP) in prefrontal cortical 
networks. This change could not be attributed to any modification of neuron membrane passive 
properties. However, we found that Dp71 loss selectively alters the AMPA receptor-mediated 
component of fast glutamatergic transmission in mPFC, whereas NMDA-receptor currents are not 
significantly modified. This is at variance with the data obtained in hippocampal slices, in which 
both components were affected (Daoud et al., 2009b), suggesting that distinct adaptive 
mechanisms may take place in different brain structures in the absence of Dp71. Analyses of 
spontaneous quantal synaptic currents showed that GABAergic inhibitory transmission is 
unaltered and could not be responsible for enhanced excitatory transmission. The frequency of 
quantal excitatory events was reduced in Dp71-null mice, suggesting reduced probability of 
presynaptic glutamate release. This may result from a reduced number of functional 
glutamatergic synapses and/or alterations in presynaptic ultrastructure and glutamate release 
mechanisms (Daoud et al., 2009b ; Miranda et al., 2011; Tozawa et al., 2012). However, this 
reduced probability of glutamate release could not explain the enhanced excitation observed in 
Dp71-null mice. In contrast, we found that the amplitude of postsynaptic AMPA receptor currents 
was significantly increased, as well as the amplitude of quantal excitatory currents. A presynaptic 
origin cannot be ruled out, especially since an increase in presynaptic vesicle size has been 
reported in hippocampal excitatory synapses of this model, suggesting a pitative increase in 
glutamate vesicular content (Miranda et al., 2011). However, postsynaptic alterations, such as 
changes in the density of postsynaptic AMPA receptors, may also likely contribute to the 
enhanced excitation in Dp71-null mice. Moreover, we report here that the decay time constant of 
AMPAr-mediated mEPSC is reduced in Dp71-null mice, suggesting changes in AMPA receptor 
properties and/or subunit composition (Greger et al., 2007; Howe, 2015). The presence of larger 
clusters of the postsynaptic protein PSD-95 in confocal image analyses also favors a main impact 
on postsynaptic mechanisms (Losi et al, 2003). This is reminiscent of our previous study of 
glutamatergic synapses and hippocampal neurophysiology in Dp71-null mice (Daoud et al., 
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2009b; Miranda et al., 2011), in which we proposed a role for Dp71 in regulating glutamate 
receptor clustering and/or organizing signaling cascades in postsynaptic densities. The present 
data also demonstrate that altered glutamatergic synapse organization and function leading to 
enhanced excitation is a main and reliable outcome in the Dp71-deficient brain. 

Long-term potentiation of mPFC synaptic transmission following theta-burst stimulation 
was significantly reduced in principal neurons of Dp71-null mice. This deficit selectively affected 
the AMPA-receptor component of neurotransmission, while potentiation of the NMDA-receptor 
component and that of inhibitory inputs were comparable to the levels measured in WT mice. In 
contrast, paired-pulse facilitation, a short-lasting form of plasticity mediated in part by presynaptic 
mechanisms (Thomson et al., 2000), was unaffected. This suggests that the reduced magnitude 
of plasticity in Dp71-null mice was mostly due to deficient postsynaptic mechanisms. Besides, it is 
known that theta-burst stimulation of mPFC networks may not trigger plasticity or even induce 
LTD in a subpopulation of neurons, which is believed to depend on specific neuromodulatory 
processes by cortical or subcortical afferences (Meunier et al., 2013; 2015). Here, the proportion 
of cells expressing LTP, LTD, or a lack of plasticity was comparable between genotypes, 
suggesting unaltered connectivity to neuromodulatory circuits. The E/I balance was stable after 
induction of LTP in both genotypes, suggesting that its homeostatic regulation was preserved in 
absence of Dp71 and still able to dynamically adjust synaptic strengths in the correct direction to 
promote stability (Turrigiano and Nelson, 2004). We suggest that Dp71 loss induced structural 
changes during neuronal network development, such as abnormal architectural structuring of 
synaptic connections within excitatory microcircuits and putative changes in excitatory synapse 
molecular organization and morphology (Daoud et al., 2009b; Miranda et al., 2011), leading to 
enhanced neuronal excitability and modification of the stable range level of the balance between 
excitatory and inhibitory inputs. If the large enhancement of excitatory transmission relies on 
altered AMPA-receptor density, the reduced magnitude of LTP might result from a reduced 
capacity for fast mobilization of a more important number of these receptors to stabilize synaptic 
strengthening during plasticity. However, specific studies will be needed to confirm this 
hypothesis. 

Synaptic plasticity and E/I balance are critical factors required for the fine-tuning of 
neuronal circuits, networks oscillations and homeostatic plasticity (Fritschy, 2008; Pozo and 
Goda, 2010). Recent studies highlighted that an elevation of the E/I ratio in mPFC may be a 
contributing pathophysiological factor in neurodevelopmental disorders such as autism, 
schizophrenia and intellectual disability. These diseases frequently come along with working 
memory, executive-function and social deficits, which have also been associated with PFC 
dysfunction with elevation of E/I balance (Gato and Broadie, 2010; Vinkers et al., 2010; Yizhar et 
al., 2011). Several clinical studies pointed to such high-order cognitive processing dysfunctions 
as a general finding in studies of cognition in DMD patients, likely central for their general 
intellectual functioning (Mento et al., 2011; Snow et al., 2013). However, no study had specifically 
addressed mPFC functions in animal models of this disease to date. We therefore addressed 
whether the neurophysiological defects evidenced herein in mPFC networks of Dp71-null mice 
could be linked to high-order cognitive processing disabilities. We first showed that Dp71-null 



Rémi Chaussenot  138 

mice have no deficit when tested for prepulse inhibition (PPI) of the acoustic startle reflex, a 
translational paradigm frequently used to detect deficits in gating sensorimotor inputs or early 
attentional control in rodent models of neuropsychiatric disorders (Kohl et al., 2013). We then 
investigated cognitive flexibility in a win-stay paradigm in a radial maze. While initial learning 
performance and reference memory errors were unaffected in Dp71-null mice in this task, their 
capacity to adapt exploration strategies during reversal learning was delayed compared to WT 
mice. No such deficits were detected in Dp427-deficient mdx mice using same methodology in a 
previous study (Chaussenot et al., 2015), suggesting that impaired cognitive flexibility in spatial 
learning tasks is a specific feature associated with genetic loss of Dp71. The behavior of Dp71-
null mice was also different from WT mice during reversal learning in a water-maze task, but 
initial learning and path efficiency were already altered before reversal, suggesting that 
hippocampal-dependent deficits were mainly influencing performance in this test (Daoud et al., 
2009b). We then tested spatial working memory in win-shift paradigms in an automated radial 
maze with doors, in which newly acquired information needs to be updated on a moment-to-
moment basis to guide adapted behavior. Mice of both genotypes were able to learn the rule and 
integrate cues and contingencies required for learning. In a first simple low-interference win-shift 
task, mice had to remember the spatial position of three visited arms in order to avoid errors 
during a subsequent choice trial. In this condition, mice of both genotypes displayed comparable 
performance and increasing the delay between the presentation and choice phases from 15 to 30 
s did not significantly alter performance, suggesting comparable capacity to retain information in 
short-term memory storage to complete a directed task. In contrast, Dp71-null mice displayed a 
persistent performance deficit in a high-interference delayed non-matching to place paradigm. In 
this task, inter-trial delays were short (5s) but mice needed to maintain information in spite of 
competing demand and task-relevant proactive and retroactive interferences in a series of 
successive choice trials. Thus, Dp71-null mice display deficits in critical functions required to 
learn associations between temporally contingent stimuli and to better cope with changing 
environments. In both humans and rodents, general cognitive or intellectual abilities are strongly 
associated with the processing component of working memory, which requires resistance to 
interference and depends on prefrontal cortex, while the capacity for short-term maintenance of 
information is a poor predictor of cognitive level (Matzel and Kolata, 2010). The selective deficit 
shown by Dp71-null mice in the high-interference working memory task therefore constitutes a 
relevant phenotype analogous to the endophenotype thought to underlie individual differences in 
intellectual abilities in the human condition. 

 
In conclusion, the Dp71-null mouse displays enhanced excitation and reduced synaptic 

plasticity in mPFC neuronal network associated with selective impairments in the processing 
component of spatial working memory and cognitive flexibility, suggesting that such defects in 
high-order cortical networks and executive functions underly intellectual disability in DMD patients 
lacking Dp71. Dp71 loss may likely alter E/I balance in other brain structures, as suggested for 
the hippocampus (Daoud et al., 2009b). Our current data show that elevated cellular excitation in 
hippocampo-prefrontal networks perturb learning and executive processes, which are viewed as 
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critical for intellectual functioning in humans. Although intellectual disability also arises with the 
loss of other brain dystrophins, particularly Dp140, it is noteworthy that a strong association was 
found between Dp71 loss and the deterioration of working memory in DMD patients with 
mutations downstream of exon 63 (Ricotti et al., 2016). As such mutations at the 3’ end of the 
gene increase the risk for comorbid diagnosis of neuropsychiatric disorders, it will be important in 
future studies to determine whether Dp71 loss increases social behavior deficits and to compare 
with those reported in Dp427-deficient mdx mice (Miranda et al., 2015). There was no sign of 
epileptiform activity in neuronal networks of mice lacking either Dp427 or Dp71, though they 
display reduced inhibition or increased excitation, respectively. However, the cumulative loss of 
these two dystrophins might explain occurrence of epilepsy and more severe cognitive 
impairment in a subset of DMD patients (Hendriksen et al. 2015). A recent case study reporting a 
selective dysfunction of Dp71 associated with intellectual disability without myopathy (De Brouwer 
et al. 2014) further support the relevance of the Dp71-null mouse to unravel the mechanisms of 
intellectual disability in DMD. 
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II. Perception et mémoire émotionnelle : résultats 
complémentaires 

1. Contexte de l'étude 

La Dp71 est particulièrement exprimée à l’interface glio-vasculaire, mais elle est aussi 
détectée niveau post-synaptique dans les neurones. La Dp71 interagit avec des protéines 
transmembranaires telles que les dystroglycanes (Jung et al., 1993), les canaux aqueux 
AQP4 et ioniques Kir4.1 dans les astrocytes (Amiry-Moghaddam et al., 2004), et les 
récepteurs glutamatergiques NMDA et AMPA dans les synapses excitatrices (Daoud et al., 
2009). Dans le précédent article inclus dans cette thèse, nous avons montré que la perte 
de Dp71 chez la souris Dp71-null entraine un déséquilibre de la balance excitation-
inhibition neuronale et une altération de la plasticité synaptique dans l’hippocampe et dans 
les régions corticales préfrontales. Chez la souris Dp71-null, sélectivement déficiente en 
Dp71, on observe des dysfonctions exécutives caractérisées par des altérations de la 
flexibilité comportementale et de la mémoire de travail. Des déficits sensoriels légers sont 
également suspectés, notamment caractérisés au niveau de la rétine (Cia et al., 2014). 
Bien que des troubles émotionnels aient été caractérisés chez les patients DMD (Ricotti et 
al., 2016), le rôle pouvant être joué par la Dp71 dans ces fonctions est relativement peu 
documenté. Des perturbations émotionnelles ont été démontrées chez la souris mdx 
déficiente en Dp427 (voir II Emotions, fonctions motrices, Cognition et dysfonctions 
GABAergiques, page 83), mais une précédente étude chez la souris mdx3cv a aussi 
suggéré un rôle de la Dp71 dans ces fonctions (Vaillend et Ungerer, 1999). Dans cette 
étude, nous nous sommes intéressé à la mémoire émotionnelle, en utilisant différents 
protocoles de peur conditionnée, reposant sur l’amygdale et/ou l’hippocampe. 

2. Méthodologie 

a. Animaux 

Les souris Dp71-null ont été générées par recombinaison homologue en remplaçant la 
majorité du premier exon et une petite partie du premier intron de la Dp71 par un gène 
codant pour la β-galactosidase. Ceci permet d’abolir la transcription des ARNm de la Dp71 
sans interférer avec l’expression des autres dystrophines (Sarig et al., 1999). Les souris 
ont ensuite été croisées sur plus de dix générations de C57BL/6JRj (Janvier Labs, France) 
au CDTA (Orléans, France) et les reproducteurs nous ont été gracieusement offerts par le 
Dr. Alvaro Rendon (Institut de la Vision, Paris, France). La production et le maintien des 
colonies sont réalisés dans notre animalerie en croisant des femelles hétérozygotes avec 
des males C57BL/6JRj afin de générer des souris Dp71-null et leurs frères WT. Le 
génotype est déterminé par PCR ciblant le gène codant pour la β-galactosidase à partir 
d’ADN de la queue. Les animaux sont élevés sous un cycle jour-nuit de 12h (lumière de 7h 
à 19h) avec de la nourriture et de l’eau à volonté. Pour chaque expérience, nous avons 
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utilisé des groupes indépendants d’animaux naïfs, issus de la même portée, âgés de 10 à 
16 semaines, isolés et manipulés quotidiennement cinq jours avant le début des 
expériences afin de réduire les réponses au stress en situation expérimentale. Les études 
sont réalisés en aveugle vis à vis du génotype, en suivant les directives européennes 
(2010/63/EU) et françaises (87/848). Notre animalerie est agrée sous le numéro #D91-471-
104 et nos protocoles validés par le comité d’éthique #59. 

b. Réponses auditives du tronc cérébral 

i. Procédure 

Les animaux ont été anesthésiés avec un mélange de kétamine (95mg/kg) et de xylazine 
(24mg/kg) en injection intrapéritonéale. Ceci a permis d’obtenir une anesthésie profonde 
sans mouvements musculaires susceptibles de parasiter nos enregistrements. L’animal a 
ensuite été placé sur une couverture chauffante pour éviter l’hypothermie induite par 
l’immobilité. Lors du placement des électrodes sous-cutanées, celle de référence est 
placée sur le vertex (à la surface du crâne), la masse est placée dans le muscle de la 
cuisse et l’électrode d’enregistrement à proximité de la bulla à l’arrière de l’oreille, le long 
de l’os du crâne (Willott, 2006). On place dans l’oreille droite de l’animal un haut parleur, en 
prenant soin de le diriger le long du conduit auditif et non en direction du lobe de l’oreille 
pour ne pas altérer le stimulus auditif. Chaque séance d’enregistrement dure au maximum 
une heure. Pour chaque souris, une série de stimuli auditifs sont présentés dans l’ordre 
suivant : un clic regroupant l’ensemble des fréquences (durée : 100µs), puis des sons purs 
de 8, 2, 16, 24, 4 et 32 kHz (durée : 10ms). Chaque stimulus est répété quinze fois par 
seconde, une fréquence suffisamment grande pour s’affranchir des réponses liées à 
l’activité cardiaque et respiratoire qui pourraient augmenter le bruit de fond et parasiter les 
enregistrements, jusqu’à obtenir 200 à 1000 réponses qui sont alors moyennées. Les 
stimuli sont diffusés à des intensités décroissantes, de 70 à 0 dB SPL, par pas de de 10 dB 
SPL, afin de déterminer le seuil d’audition (Gourévitch et al., 2009). Le dB SPL (Sound 
Pressure Level), est l’unité de mesure utilisée en acoustique, définie par le rapport de la 
puissance par unité de surface du son et une puissance par unité de surface de référence 
(20µPa). Il permet de définir de façon absolue l’intensité du son contrairement au dB qui 
est une unité relative. 

ii. Analyses 

Tous les enregistrements sont effectués avec le logiciel Centor USB (DELTAMED). Le 
seuil d’audition est l’intensité qui précède celle à laquelle aucune onde auditive n’apparaît 
en réponse au stimulus, avec une précision de 10 dB SPL. L’amplitude de chaque onde 
biphasique correspond à la différence entre les pics positifs et négatifs (Par exemple entre I 
à I’ pour l’onde I, Figure 13B, page 148). La latence au pic est définie à l’aide de marqueurs 
(I à IV, Figure 13B, page 148) placés au niveau pic positif de chaque onde (amplitude 
maximale), puis le logiciel calcule le temps séparant le moment auquel le stimulus auditif 
est présenté et le pic positif de l’onde. Les données sont présentées sous la forme d’une 
moyenne ± SEM. Le seuil d’audition (dB SPL), la latence des pics composant l’onde 
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auditive (ms) et l’amplitude des ondes (µV) ont été analysés à l’aide d’une analyse de 
variance (ANOVA) avec un facteur indépendant (génotype) avec mesures répétées 
(fréquence en kHz, et intensité en dB SPL). 

c. Apprentissage associatif et mémoire de peur 

La capacité à associer un stimulus conditionné (SC) avec l’arrivée d’un choc électrique 
(stimulus inconditionné, SI) induisant une réponse de freezing a été évaluée dans deux 
paradigmes distincts, suivant un protocole de délai (où le SI survient immédiatement à la 
fin du SC) ou un protocole de trace (où le SI arrive après une période de latence de 30s, la 
« trace »). L’ajout d’une trace requiert le bon fonctionnement de l’hippocampe qui n’est pas 
requis en protocole de délai, reposant principalement sur l’amygdale. 

i. Appareil 

La chambre d’expérimentation carrée est composée de trois murs noirs, d’une porte 
frontale transparente (25cm de côté) et d’une grille au sol. Un nouveau contexte (murs 
blancs, sol blanc de texture différente) peut être mis en place (lors des séances de 
rétention) pour uniquement analyser les réponses de peur conditionnée indicée au SC et 
non les réponses contextuelles (impliquant l’hippocampe). Les réponses de freezing de la 
souris sont détectées et transduits par un accéléromètre piézoélectrique en contact avec la 
grille. Un haut-parleur monté 25cm au dessus du sol permet d’émettre un bruit blanc 
(60dB) pendant l’expérience (bruit de fond) et d’émettre à volonté des stimuli acoustiques 
de fréquence pure. L’appareil est confiné dans une enceinte obscure, ventilée et 
insonorisée (67x53x55cm), sur une table anti-vibration. La présentation des stimuli est 
contrôlée par le logiciel Freezing (PanLab, Espagne) tandis qu’une interface digitalise, 
rectifie, et enregistre les réponses de l’accéléromètre. La calibration du haut parleur est 
réalisée à 10kHz à l’aide d’un sonomètre. Les sons générés sont des signaux sinusoïdaux 
sur lesquels sont appliqués une montée et une descente progressive de l'amplitude 
(montée : 5ms ; descente : 5ms), afin de reproduire les sons de manière fiable et sans 
artefacts. L’appareil est nettoyé avec de l’éthanol absolu entre chaque animal. 

ii. Peur conditionnée en protocole de délai 

L’animal est soumis à une séance d’acquisition constituée d’une période d’acclimatation de 
2min suivie de 5 essais séparés pseudo-aléatoirement par un intervalle de 60-180s 
(acquisition). La séance se termine 3min après le dernier choc. Dans une expérience 
distincte, le nombre d’essais est diminué à 3 afin de fragiliser le conditionnement. Lors de 
chaque essai, le SC (son de 80dB, 10kHz, 30s) précède immédiatement l’arrivée du SI 
(choc électrique de 0.4mA, 2s) délivré au niveau de la grille. Durant les deux jours suivants 
(rétention 1 et 2), les souris sont placées dans le nouveau contexte (murs blancs, sol blanc 
de texture différente) et 16 SC seuls (sans SI) sont présentés à des intervalles (ITI) de 60-
150s en ordre pseudo-aléatoire. 
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iii. Peur conditionnée en protocole de trace 

Le premier jour, l’animal est familiarisé 5min à l’appareil (habituation). Le lendemain, il est 
soumis à une séance d’acquisition constituée d’une période d’acclimatation de 3min suivie 
de 6 essais séparés aléatoirement par 120, 180 ou 240s. Lors de chaque essai le SC (son 
de 80dB, 10kHz, 15s) précède l’arrivée du SI (choc électrique de 0.4mA, 2s), qui est délivré 
au niveau de la grille au sol après un intervalle de 30s (trace). La séance se termine 3min 
après le dernier choc.  
Après un délai de 24h, la souris est placée dans un nouveau contexte et après une période 
d’acclimatation de 3 min, elle est soumise à une séance de rétention au cours de laquelle 
on lui présente trois fois le SC (3 fois 30s) avec un ITI de 1min (rétention indicée par le 
stimulus auditif). La séance se termine 1min après la dernière présentation. 
Une seconde séance de rétention, visant à mesurer la peur conditionnée au contexte, est 
effectuée au minimum 3h plus tard. L’animal est alors replacé dans le contexte initial et le 
temps d’immobilité est mesuré durant 5min, sans qu’aucun son ou choc ne soit délivré. 

iv. Analyse 

Au cours de toutes ces phases expérimentales, les périodes d’immobilité des souris sont 
détectées par l’accéléromètre en continu et sont interprétées comme des réponses de peur 
(« freezing »). Le critère est une activité inférieure à un seuil arbitrairement fixé à 10 
pendant plus d’une seconde (défini par comparaison avec des mesures manuelles en 
video-tracking). Ces périodes sont normalisées à la durée de la période d’enregistrement 
(pourcentage de freezing). Les données sont présentées sous forme de moyennes ± SEM 
et sont comparées par des analyses de variance (ANOVA) avec un facteur indépendant 
(génotype) et un facteur dépendant (paramètre mesuré) pouvant le cas échéant faire l’objet 
d’analyses en mesures répétées (jours d’apprentissage, blocs d’essais). Le seuil de 
significativité est fixé à p=0.05. 
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présentation des 5 SC (effet génotype : p > 0.8 ; interaction génotype × SC : p > 0.8). 
Durant les deux jours suivants (rétention 1 à 24h et rétention 2 à 48h), 16 SC (sons) ont été 
présentés sans SI. Les souris Dp71-null présentent une réponse de freezing similaire aux 
souris WT lors de chaque séance (rétention 1 : effet génotype : p > 0.1, effet génotype × 
SC : p > 0.4 ; rétention 2 : effet génotype : p > 0.6, effet génotype × SC : p > 0.2). Lors de 
la phase d’acclimatation (Figure 14A) de la rétention 1, les souris Dp71-null présentent des 
réponses de freezing légèrement plus longues que les WT mais cette différence n’est pas 
significative (p > 0.05). Par contre cette augmentation du freezing est significativement plus 
forte chez les Dp71-null lors de l’acclimatation de la rétention 2 (p < 0.01). 
 
Nous avons ensuite tenté, dans un autre groupe de souris, de fragiliser l’apprentissage en 
réduisant le nombre de couples SC-SI lors de l’acquisition (Figure 14B). Cependant, nous 
observons toujours des performances similaires entre les génotypes pendant l’acquisition 
(acclimatation : p > 0.9, SC 1-3 : effet génotype : p > 0.1, évolution de la performance : p < 
0.0001, interaction génotype × SC : p > 0.3), ainsi que pendant la rétention 1 (acclimatation 
: p > 0.9, SC 4-19 : effet génotype : p > 0.2, interaction génotype × SC : p > 0.5) et la 
rétention 2 (acclimatation : p > 0.8, SC 4-19 : effet génotype : p > 0.3, interaction génotype 
× SC : p > 0.8). 
 
Dans un conditionnement dit « de trace » (Figure 14C), les souris Dp71-null effectuent un 
peu plus de freezing lors de la phase d’habituation (Dp71-null : 3.9%, WT: 1.4%, p = 0.02) 
et au cours de la période d’acclimatation lors de l’acquisition (Dp71-null : 9.7%, WT: 4.7%, 
p = 0.03). Cependant les réponses de peur sont comparables au cours du conditionnement 
en réponse aux 6 SC-SI (effet génotype : p > 0.2, évolution de la performance : p < 0.0001, 
interaction génotype × SC : p > 0.1). Lors du rappel indicé et du rappel dans le contexte 
initial, le lendemain, aucune différence n’est observée entre les génotypes (rappel indicé : 
acclimatation : p > 0.2, SC 1-3 : effet génotype : p > 0.8, interaction génotype × SC : p > 
0.05 ; rappel du context : p > 0.9). 

4. Discussion 

De nombreuses études ont mis en évidence le rôle de la Dp71 dans la rétine chez la souris 
Dp71-null (Sene et al., 2009 ; Dalloz et al., 2003 ; Cia et al., 2014 ; El Mathari et al., 2015), 
et ont suggéré un rôle possible dans les fonctions sensorielles. C’est pourquoi il était 
important de vérifier son implication dans l’audition, d’autant que nous avons utilisé des 
stimuli auditifs dans nos tâches d’apprentissage au cours de cette étude. La mesure de 
l’ABR permet d’étudier à la fois l’intégration des stimuli auditifs au niveau sensoriel 
(cochlée) et au niveau central (noyau cochléaire). Nous n’avons trouvé aucune altération 
auditive chez la souris Dp71, malgré une analyse poussée de l’amplitude et de la latence 
des ondes auditives. Nous avons également mis en évidence dans l’une de nos 
publications (voir I Filtrage sensoriel et fonctions exécutives, page 107) que la souris Dp71-
null ne présente aucun déficit dans le filtrage des stimuli sensoriels auditifs. 
La Dp71 est la dystrophine majoritaire au niveau central, et nous avons montré son 
implication dans des tâches d’apprentissage et de mémoire impliquant la boucle 
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hippocampo-corticale (voir I Filtrage sensoriel et fonctions exécutives, page 107). De plus, 
la Dp71 est impliquée dans la neurotransmission glutamatergique, son absence entrainant 
une augmentation de la plasticité synaptique dans l’hippocampe (Daoud et al., 2009), mais 
également une altération de la balance excitation-inhibition corticale. Des études suggèrent 
aussi un rôle très important du glutamate dans les réponses de peur conditionnée et 
l’anxiété (voir Riaza Bermudo-Soriano et al., 2012 pour une revue). En effet, l’injection d’un 
antagoniste des récepteurs au NMDA dans les noyaux amygdaliens (latéral et basal) 
dégrade l’acquisition de la peur conditionnée à un son (Lee & Kim, 1998) et au contexte 
(Fanselow et al., 1994 ; Maren, 1996). Ici nous avons testé l’hypothèse d’altérations de la 
mémoire émotionnelle, qui peut impliquer un circuit de structures cérébrales incluant les 
noyaux amygdaliens, le thalamus et le cortex auditif (Herry & Johansen, 2014). En 
protocole de trace, le cortex entorhinal et perirhinal, l’hippocampe et le cortex préfrontal 
viennent s’ajouter au circuit (LeDoux 2000 ; Esclassan et al., 2009 ; Esclassan et al., 
2009).  
Malgré toutes les pistes suggérant que les processus impliqués dans la peur conditionnée 
pourraient être altérés chez la souris Dp71-null, nous ne trouvons aucune différence de 
comportement entre les souris WT et Dp71-null dans nos protocoles. De même, les tâches 
comportementales mettant en jeu le cervelet (coordination motrice, mémoire procédurale 
mise en jeu dans une stratégie de navigation en piscine) semblent peu affectées chez la 
souris Dp71-null (C. Vaillend, données non publiées). Ceci suggère que l’hyperexcitabilité 
neuronale induite par la perte de Dp71 affecte majoritairement les tâches impliquant la 
boucle hippocampo-corticale. 
 
Ces expériences feront l’objet d’une publication, en étant complétées par des résultats 
mettant en évidence une augmentation de l’anxiété (Master II de Delphine Le Verger) et et 
des altérations du comportement social et des vocalisations (collaboration avec R. 
Miranda, Univresité de Madrid, Espagne) chez la souris Dp71-null. 
 



 



 

Chapitre III 

Restauration de la Dp427 
par thérapie génique
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I. Contexte de l'étude 

Des mutations dans le gène dmd entrainant la perte d’expression de la dystrophine sont 
responsables de la myopathie de Duchenne. Ce gène est remarquable, principalement du 
fait de sa taille : c’est le plus grand gène du chromosome X et l’un des plus grands du 
génome humain. Cette taille le rend susceptible à de nombreuses mutations : dans 66% 
des cas, on observe de larges délétions touchant un ou plusieurs exons, dans 10 à 15% 
des cas, il s’agit de duplications et dans le reste des cas (~20%) de mutations ponctuelles 
non sens ou de petites délétions/insertions. En général, ces mutations vont provoquer une 
perte ou un décalage du cadre de lecture résultant dans la non-expression de la protéine. 
Une approche de remplacement de gène apporté par un virus, n’est pas possible pour la 
forme complète de la dystrophine (Dp427) du fait de sa taille, bien qu’il ait été tenté 
d’exprimer une mini-dystrophine comportant les domaines indispensables de la protéine 
tout en conservant sa fonction. D’autres approchent ont donc été tentées, visant les 
patients présentant des mutations ponctuelles, ou des mutations ne touchant qu’un seul 
exon. L’idée étant non plus de remplacer toute la protéine -par un apport exogène d’une 
version tronquée mais fonctionnelle- mais d’utiliser de petites séquences antisens qui vont 
cibler spécifiquement l’exon contenant la mutation, au niveau du pré-ARNm, et vont forcer 
son épissage (saut d’exon, exon skipping), de façon à restaurer un cadre de lecture et à 
permettre ainsi la réexpression d’une dystrophine presque complète. 
Actuellement, les thérapies à base d’oligonucléotides antisens sont prometteuses dans les 
essais cliniques basés sur le saut d’exon, mais leur faible absorption par les tissus 
cardiaques et cérébraux ne permet pas encore d’observer des effets suffisants pour 
améliorer considérablement la condition des patients. 
Dans cette étude collaborative (A. Goyenvalle et L. Garcia, Laboratoire END-ICAP, 
Université Versailles Saint-Quentin en Yvelines), nous avons testé une nouvelle génération 
d’oligonucléotide antisens formé d’ADN tri-cyclique (tcDNA), qui présente des propriétés 
pharmacologiques nouvelles offrant une absorption beaucoup plus forte par les tissus lors 
d’administration systémique chez deux souris modèles de la myopathie de Duchenne. 

II. Méthodologie 

Nous avons comparé le TcDNA à deux autres oligonucléotides déjà utilisés dans des 
études cliniques (2’OMe et PMO). Différentes concentrations ont été utilisées afin de définir 
la dose minimale effective pour chacune des trois molécules en utilisant deux souris 
modèles de la dmd : la souris mdx et la souris double knock-out dystrophine/utrophine 
(dKO). 
Des techniques d’études des propriétés physiques (analyse du suivi individuel des 
particules (nanoparticle tracking analysis, NTA), microscopie électronique à transmission 
(transmission electron microscopy, TEM) et chromatographie d’exclusion couplée en ligne 
avec la mesure de la diffusion de la lumière multi-angle (size-exclusion chromatography 
with multi-angle static light scattering, SEC-MALS) ont été utilisées pour analyser le 
comportement des molécules en milieu aqueux. Puis, des études pharmacocinétiques 
(chromatographie en phase liquide couplée à la spectrométrie de masse) ont été utilisées 
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pour quantifier la stabilité des molécules dans les tissus. L’efficacité du saut d’exon a 
ensuite été vérifiée en quantifiant le niveau d’expression de l’ARN par RT-PCR, puis de la 
protéine par western blot.  
Nos collaborateurs se sont intéressés aux impacts physiologiques du traitement, en 
étudiant la fonction motrice (réponse du muscle tibial antérieur suite à la stimulation du nerf 
sciatique), la fonction respiratoire (pléthysmographie) et la fonction cardiaque 
(échocardiographie). Notre participation a été d’analyser la réexpression de la dystrophine 
dans le cerveau par immunofluorescence puis d’évaluer les effets compensateurs des 
traitements sur la réponse de peur inconditionnée de la souris mdx. Nous avons comparés 
les souris WT, mdx et mdx traitées avec le 2’OMe, PMO et tcDNA. 

III. Résultats 

L’analyse du suivi individuel des particules (NTA) prouve que le tcDNA forme 
spontanément des particules de 40 à 100 nm contrairement aux 2’OMe et PMO, ce qui a 
été confirmé par microscopie électronique et SEC-MALS. Ceci imite les propriétés de 
certains agents de transfection et peut éventuellement expliquer l’amélioration de 
l’assimilation par les cellules du tcDNA par rapport aux 2’OMe et PMO. Les études de 
pharmacocinétique montrent que la demi-vie du tcDNA dans l’organisme est 
approximativement de 45 jours, sa présence étant toujours significative trois mois après la 
fin du traitement dans des tissus tels que le muscle et le cerveau (~20% de la dose initiale). 
De plus, le tcDNA engendre trois à quatre fois plus de saut d’exon que le 2’OMe et le PMO, 
à des doses équimolaires, dans des tissus tels que le diaphragme et le cœur, 
habituellement difficiles d’accès pour les thérapies. Les études sanguines montrent une 
baisse de la créatine kinase (marqueur de la fragilité des membranes des fibres 
musculaires dans la DMD) plus marquée chez les animaux traités au tcDNA et dépendante 
de la dose injectée. 
Au niveau phénotypique, la force musculaire est normalisée par le tcDNA (de façon dose-
dépendante) au contraire du 2’OMe et du PMO qui ne font que l’améliorer sans égaler le 
niveau des souris WT. La fonction respiratoire s’améliore en fonction du niveau de 
réexpression de dystrophine dans le diaphragme, celui-ci étant plus élevé chez les souris 
traitées au tcDNA (~50%) que chez les souris traitées au 2’OMe (20%) et au PMO (28%). 
Nous observons également une amélioration des constantes cardiaques chez les animaux 
traités au tcDNA à la plus forte dose, associée à une réexpression de dystrophine plus 
importante dans le cœur par rapport aux animaux traités avec le 2’OMe ou le PMO. Enfin, 
nous montrons également des bénéfices importants chez la souris dKO 
dystrophine/utrophine, dont le phénotype moteur est encore plus sévère que celui de la 
souris mdx. 
Au niveau cérébral, seul le tcDNA induit un saut de l’exon 23 et une réexpression de 
dystrophine chez la souris mdx, certes à des niveaux assez faibles (~2% dans 
l’hippocampe et le cortex, ~6% pour le cervelet), mais cela prouve que cette molécule est 
capable de franchir la barrière hémato-encéphalique, contrairement aux autres formes 
d’oligonucléotides. De plus, notre analyse immunohistochimique a mis en évidence la 
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présence d’un marquage ponctiforme de dystrophine dans l’hippocampe des souris traitées 
au tcDNA, signe d’une réexpression synaptique partielle de dystrophine. 
 
Enfin, nous montrons que le traitement au tcDNA normalise les réponses d’immobilité 
tonique (freezing) suite à une contention chez la souris mdx, phénotype comportemental le 
plus robuste chez cette souris, qui a été associé à une altération de l’amygdale, structure 
cérébrale impliquée dans l’émotivité, la réponse comportementale au stress et la mémoire 
émotionnelle (voir II Emotions, fonctions motrices, Cognition et dysfonctions 
GABAergiques, page 83). Au contraire, le 2’OMe et le PMO n’ont aucun effet améliorateur 
sur le comportement des souris mdx, en accord avec leur incapacité à franchir la barrière 
hémato-encéphalique dans ces conditions (saut d’exon indétectable dans le cerveau des 
souris mdx traitées avec ces molécules). 

IV. Conclusion 

Les mécanismes responsables de l’amélioration de l’efficacité du tcDNA par rapport à 
d’autres molécules comme le 2’OMe ou le PMO sont encore mal compris. Une hypothèse 
expliquant ce phénomène peut être sa capacité à s’assembler spontanément en 
nanoparticules, ce qui pourrait favoriser son transport sanguin puis sa capacité à franchir la 
barrière endothéliale. Sa forte hydrophobicité et sa résistance aux RNAses joue sans doute 
aussi un rôle dans ces propriétés exceptionnelles du tcDNA. 
Nous montrons que son mode d’action est dose-dépendant, offrant à sa plus forte dose 
une meilleure efficacité que le 2’OMe et le PMO et conduisant à une amélioration 
phénotypique, aux niveaux musculaire, respiratoire et cardiaque. Mais au-delà de ces 
aspects physiologiques périphériques, le tcDNA s’est également montré efficace pour 
abolir le phénotype comportemental le plus robuste de la souris mdx, sa réponse de peur 
exacerbée suite à un stress léger. La présence de réexpression de dystrophine dans le 
cerveau suite au traitement par le tcDNA est un résultat majeur, les oligonucléotides 
antisens étant généralement incapables de franchir la barrière hémato-encéphalique. 
Ces résultats encourageants ne doivent pas faire oublier le point crucial des thérapies 
géniques : leur capacité à être tolérée par l’organisme. Nous n’avons observé aucun signe 
de toxicité évident au cours de nos expérimentations, mais rien ne permet d’exclure une 
différence de tolérance chez l’humain. Des études toxicologiques sont en cours dans le 
laboratoire de nos collaborateurs. 
 
La capacité du tcDNA à restaurer la dystrophine dans tous les tissus affectés (incluant le 
muscle squelettique, le cœur et le système nerveux central), après des injections 
systémiques chroniques, ainsi que son impact au niveau respiratoire, cardiaque et 
comportemental, fait de cette molécule un candidat attractif pour traiter simultanément 
l’ensemble des phénotypes qui caractérisent le syndrome de DMD, mais également pour 
d’autre pathologies génétiques pouvant être traitées par saut d’exon. 
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 Les altérations associées à la dystrophie musculaire de Duchenne sont vastes et 
hétérogènes. Les patients présentent des troubles sensoriels, cognitifs, exécutifs et 
neuropsychiatriques, en fonction des formes cérébrales de dystrophines touchées. Dans ce 
travail de thèse, nous avons utilisés deux modèles murins, ayant perdu soit la forme 
complète et neuronale de dystrophine (Dp427, souris mdx), soit la Dp71 à expression 
majoritairement gliale (souris Dp71-null), afin de préciser les relations génotypes-
phénotypes associées à cette pathologie. 
 

 Dans un premier article, nous avons montré que la souris mdx ne présente pas 
d’altérations de la perception et du filtrage sensoriel des informations auditives, mais 
qu’elle présente de forts déficits d’acquisition et de rétention à long terme d’un 
conditionnement de peur, suggérant une dysfonction de l’amygdale. De plus, les légers 
déficits en navigation spatiale confirment que l’hippocampe est aussi affecté. Par contre, 
aucune altération de la flexibilité comportementale et de la mémoire de travail n’a pu être 
détectée chez cette souris. Dans un second article, nous avons précisé l’impact de la perte 
de la Dp427 dans les réponses émotionnelles, mettant en évidence une augmentation de 
la peur inconditionnée et de l’anxiété. Ces réponses de peur peuvent induire une inhibition 
durable de la fonction motrice chez la souris mdx, suggérant que certaines altérations 
centrales peuvent avoir un impact sur l’activité motrice de ces animaux. Nous avons 
également apporté, grâce à une étude pharmacologique, des éléments appuyant 
l’hypothèse selon laquelle certaines altérations comportementales pourraient reposer sur 
une mauvaise localisation des récepteurs GABAA et sur une altération de l’inhibition 
GABAergique tonique qui est principalement sous le contrôle des récepteurs 
extrasynaptiques. 
 Dans notre troisième article, focalisé sur le rôle de la Dp71, nous avons montré que 
la perte de cette forme courte de dystrophine entraine des déficits d’apprentissage spatial 
et de flexibilité comportementale associés à une altération marquée des processus de 
mémoire de travail spatiale chez la souris Dp71-null. Ces phénotypes reposent 
majoritairement sur un circuit incluant l’hippocampe et le cortex préfrontal. Effectivement, 
nous montrons une altération de la fonction synaptique corticale, caractérisée par la 
désorganisation des protéines synaptiques β-dystroglycane et PSD95, une augmentation 
de la transmission dépendante des récepteurs AMPA, une augmentation de la part 
excitatrice de la balance excitation/inhibition, et une réduction de la plasticité synaptique. 
 Dans le quatrième et dernier article, nous montrons qu’une nouvelle génération 
d’oligonucléotide antisens formé d’ADN tri-cyclique (tcDNA) possède des propriétés 
pharmacologiques nouvelles offrant une absorption beaucoup plus forte par les tissus lors 
d’administration systémique, capable de restaurer la fonction cardiaque et respiratoire, 
ainsi que le phénotype de peur inconditionné chez la souris mdx. 
 
 Nos résultats ont donc permis de préciser les relations génotypes-phénotypes 
associées à la myopathie de Duchenne. En effet, si depuis trois décennies les études 
cliniques tentent de relier le profil de mutation des patients à leur phénotype, la tâche reste 
difficile et limitée. Certaines mutations, comme celles qui touchent la Dp71, concernent un 
sous-groupe de patients souvent peu représenté dans les cohortes faisant l’objet d’études 
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neuropsychologiques détaillées, ce qui réduit la capacité d’évaluer et quantifier avec 
précision leur profil cognitif. De plus, la condition d’handicap des patients, leur fond 
génétique et leur environnement socio-économique introduisent sans doute une variabilité 
supplémentaire dans les relations pouvant exister entre mutation et altérations observées. 
De même, la littérature clinique n’arrive pas à trancher sur les bases des déficits 
émotionnels. Certains auteurs trouvent que les patients ne présentent pas plus de 
symptômes de dépression que dans la population saine, alors que d’autres auteurs alertent 
sur sa prévalence accrue. Ici, la part environnementale (soutien de la famille, des proches, 
du personnel de soin) joue sans doute un rôle crucial dans le processus de résilience, 
susceptibles de compenser les altérations émotionnelles, si elles étaient effectivement 
associées à la perte de dystrophine. 
 
Au-delà des précisions apportées par les modèles murins, la mise en lumière de ces 
nouveaux phénotypes cognitifs chez la souris mdx, principalement ses réponses 
émotionnelles altérées, et chez la souris Dp71-null, qui présentent des troubles des 
fonctions exécutives, apportent de nouveaux marqueurs pour valider l’efficacité des 
thérapies ciblant le cerveau dans les études précliniques. 

I. La dystrophine Dp427 

La souris mdx bien que ne présentant que peu de symptômes musculaires avant l’âge de 
15 mois (Pastoret et Sebille, 1995), montre des altérations de la coordination motrice dans 
le test du rotarod, dépendant du cervelet (Grady et al. 2006). L’hypothèse que leurs 
pauvres performances dans ce test soient simplement liées à une faiblesse musculaire n’a 
pas été tranchée, et l’influence de fonctions centrales sur le handicap moteur reste à 
démontrer. Au début de cette thèse, les recherches sur les capacités cognitives de ces 
souris mettaient en évidence principalement des déficits de mémoire à long terme et de 
consolidation (Vaillend et al., 1995 ; 2004) supposées dépendre essentiellement de 
l’hippocampe. Des éléments sur une dysfonction de l’amygdale avaient été évoqués, mais 
la littérature restait contradictoire (Sekiguchi et al., 2009 ; Perronnet et al., 2012). La souris 
mdx n’est pas réellement un modèle adapté à l’étude de la myopathie vu les phénomènes 
de compensation musculaire qu’elle développe (cycles de régénération), mais son 
phénotype cognitif, aujourd’hui considéré comme proche de celui observé chez l’Humain, 
permet grâce à elle, de mieux comprendre l’impact de la perte de la Dp427 sur le 
fonctionnement cérébral. Mais, il ne faut pas oublier qu’il y a quelques années, le 
phénotype cognitif de la souris mdx semblait alors bien éloigné de celui des patients DMD, 
chez qui ont rapportait surtout un retard d’apprentissage de la lecture, des altérations de 
mémoire de travail verbale, d’attention et de mémorisation immédiate (Hinton et al., 2000) 
et des troubles du comportement social (Hinton et al., 2006, 2007), qui ont récemment 
aussi été mis en évidence chez la souris mdx (Miranda et al., 2015). Cette fracture entre 
études cliniques et études sur les modèles animaux s’est petit à petit résorbée, avec la 
mise en évidence que la réduction de l’empan mnésique chez les patients pourrait impacter 
la mémoire à long terme (Hinton et al., 2007), tandis que d’autres études suggéraient aussi 
une altération du cervelet chez les patients (Cyrulnik et Hinton 2008). Mais c’est surtout les 
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travaux de Lorusso et al. (2013) qui ont pour la première fois mis en avant la présence d’un 
déficit de mémoire à long terme dépendant de l’hippocampe chez les patients, peut-être en 
partie à l’origine du retard de lecture, ouvrant finalement une ligne de convergence entre 
études cliniques et études des modèles murins de la DMD.  
Dans ce travail de thèse, nous apportons encore plus de preuves de cette convergence 
entre le phénotype cognitif des patients et celui de la souris mdx. Si le résultat majeur de 
notre étude, une altération des réponses émotionnelles liée à la perte de la Dp427, est en 
accord avec les études récentes chez les patients qui montrent des problèmes émotionnels 
(Ricotti et al., 2016), nous mettons aussi en évidence un retard d’acquisition dans une 
tâche de peur conditionnée, ce qui est également important car cela montre que les déficits 
ne concernent pas uniquement les processus de consolidation mais aussi l’acquisition de 
certains apprentissages associatifs. 
 

Les structures majeures sur lesquelles reposent ces déficits d’acquisition et de rétention, 
dans les tests de peur conditionnée sont les noyaux amygdaliens, le thalamus et le cortex 
auditif. La substance grise périaqueducale et le striatum (caudé putamen et noyau 
accumbens) joueraient aussi un rôle, mais plus au niveau de l’évaluation du risque (Herry 
et Johansen, 2014) et l’absence d’expression de dystrophine dans ces structures (Lidov et 
al., 1993 ; Knuesel et al., 1999) n’en fait pas des bonnes candidates quant à l’altération des 
réponses de peur. Il faut également souligner que d’autres structures pourraient être 
impliquées, comme l’hippocampe, le cervelet et des aires corticales (LeDoux, 2000 ; 
Esclassan et al., 2009 ; Esclassan et al., 2009). En effet, les réponses de peur 
inconditionnée exacerbées observées chez la souris mdx, longtemps vu comme un 
phénotype inné, pourrait aussi être la résultante d’un processus cognitif (Rosen, 2004) 
impliquant l’évaluation de la valence émotionnelle, l’attention et les prédictions du résultat 
attendu en fonction de la réponse comportementale choisie et impliquerait donc un vaste 
réseau de structures cérébrales. 
Cependant, s’il n’y a aucun doute sur la présence d’altérations de la mémoire et des 
réponses émotionnelles chez la souris mdx, il reste parfois difficile de dissocier la cognition 
et la motricité de l’animal, qui bien souvent participe à la performance dans nos tests. Nous 
avons démontré que la locomotion de la souris mdx peut-être normale, mais que si l’animal 
est préalablement stressé suite à une contention, ses réponses de peur inconditionnée ont 
un effet d’inhibition durable sur la locomotion, mais pas sur sa force musculaire ni sa 
coordination motrice (Vaillend et Chaussenot, 2017). Chez la souris au moins, les 
performances motrices sont donc en partie dépendantes de fonctions centrales.  
Actuellement, l’existence de ces altérations sont supposées être une conséquence de la 
dysfonction GABAergique (Makkar et al., 2010), qui a d’ailleurs été récemment mise en 
évidence aussi chez les patients DMD (Suzuki et al., 2016). De nombreuses études 
montrent une altération de la plasticité synaptique dans l’hippocampe (Vaillend et al., 1999 
; Vaillend et Billard, 2002 ; Vaillend et al., 2004), dans le cervelet (Kueh et al., 2011) ou 
encore dans l’amygdale (Sekiguchi et al., 2009). Une étude a également montré une 
désorganisation des réseaux d’interneurones corticaux chez la mdx (Sbriccoli et al., 1995). 
Dans cette thèse, nous avons mis en évidence que le comportement de la souris mdx est 
plus sensible au gaboxadol, un agoniste partiel des récepteurs du GABA ciblant 
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spécifiquement la sous-unité δ extrasynaptique apportant de nouveaux éléments à cette 
hypothèse. Ce nouveau résultat permet d’envisager que des thérapies ciblant la fonction 
GABAergique pourraient compenser certains déficits phénotypiques et pourrait être une 
alternative raisonnable à la thérapie génique dans le cas de mutations touchant la Dp427. 

II. La dystrophine Dp71 

Dès 1989, Lindlöf et al. remarquent un lien entre la position de la mutation dans le gène 
dmd et la déficience intellectuelle. Trente ans plus tard, nous savons maintenant que la 
perte de la Dp71, lors d’une mutation en aval de l’intron 62, conduit systématiquement à 
une déficience intellectuelle (de Brouwer et al., 2014 ; Cotton et al., 2005). Au delà de la 
réduction du QI dans ce sous-groupe de patients, la perte de la Dp71 est également 
associée à une collection d’altérations incluant des troubles de la mémoire verbale à court 
et long terme, de la mémoire visuelle, de l’organisation visuospatiale et de la mémoire de 
travail. De plus, les patients ayant perdu la Dp71 présenteraient une incidence plus forte de 
troubles neuropsychiatriques tels que l’autisme (Wu et al., 2005), l’ADHD (Pane et al., 2012 
; voir Autres troubles comportementaux, page 39), l’hyperactivité et les troubles 
émotionnels (Ricotti et al., 2016). Cependant, les mutations en aval de l’intron 62 affectent 
en fait l’expression de toutes les dystrophines et le phénotype reflète sans doute un effet 
cumulatif. La nature exacte des dysfonctions cognitives dues spécifiquement à la perte de 
Dp71 sont donc toujours inconnues. 
Au commencement de cette thèse, la souris Dp71-null était un modèle récent dont le 
phénotype était encore largement inconnu. Daoud et al. (2009) ont été les premiers à 
effectuer une caractérisation comportementale partielle et à relever des déficits spécifiques 
dans le comportement exploratoire, la rétention d’une tâche d’évitement passif, mais 
surtout un important déficit d’apprentissage et de mémoire spatiale. 
Dans notre travail, nous avons été plus loin, en montrant une altération de la flexibilité 
comportementale dans deux apprentissages spatiaux (en piscine de Morris et en labyrinthe 
radial) et un retard d’apprentissage dans le test de la piscine de Morris. Mais le résultat le 
plus important est son déficit clair et robuste de mémoire de travail dans le test du DNMTP. 
Modéliser les capacités intellectuelles chez la souris est une tâche très délicate, cependant 
des études récentes tendent à montrer que chez le rongeur, il y a un lien causal entre les 
capacités de mémoire de travail et les aptitudes cognitives globales pouvant être mises en 
parallèle avec la mesure globale du QI chez l’Homme (Matzel et Kolata, 2010). De fait, la 
mémoire de travail serait une modalité importante à étudier quand on s’intéresse à la 
notion d’intelligence chez la souris. Ceci semblerait donc confirmer que le modèle Dp71-
null serait adapté pour l’étude de la déficience intellectuelle observée chez les patients 
DMD. 
 
Les altérations comportementales observées chez les patients et la souris Dp71-null 
(mémoire, fonctions exécutives) peuvent impliquer un circuit impliquant l’hippocampe et le 
cortex préfrontal (D'Angelo et al., 2011 ; Ricotti et al., 2016). Cependant, notre étude n’a 
apporté aucune précision sur le rôle du cervelet, qui pourrait également être impliqué chez 
les patients, comme le soulignent Cyrulnik et Hinton (2008). En effet, cette structure joue 
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un rôle dans la mémoire de travail verbale (Desmond et al., 1997) qui est affectée chez les 
patients ayant perdus la Dp71 (Ricotti et al., 2016), ainsi que dans le langage et la lecture 
(De Smet et al., 2013), également affectés chez les patients (Billard et al., 1998). La 
question est d’autant plus importante que l’on observe des déficits de rappel différé en 
labyrinthe en T (Daoud et al., 2009), de flexibilité comportementale et de mémoire de 
travail chez la souris Dp71-null, tâches qui peuvent aussi être altérées dans certains 
modèles murins avec des altérations cérébelleuses (Petrosini et al., 1996 ; Leggio et al., 
1999 ; Caston et al., 2004 ; Dickson et al., 2010). Les altérations émotionnelles chez ce 
modèle restent à clarifier, afin de déterminer si la perte de Dp71 serait également un 
facteur aggravant des troubles émotionnels et/ou des troubles du comportement social. 
 
Au-delà des phénotypes et des structures impliquées, se pose la question des mécanismes 
moléculaires mis en jeu. Chez la souris Dp71-null, c’est principalement la 
neurotransmission glutamatergique qui est mise en cause, avec une réduction de la 
plasticité synaptique et une balance excitation/inhibition déséquilibrée au profit de 
l’excitation. Cependant, on ignore encore les causes précises de cette altération. Daoud et 
al. (2009) soulève l’hypothèse d’un rôle synaptique de la Dp71, tandis qu’actuellement 
dans notre équipe, nous nous focalisons sur le rôle glial de cette protéine qui est présente 
dans les astrocytes périvasculaires en interactions avec les canaux aqueux AQP4 et avec 
les canaux potassiques Kir4.1. En l’absence de Dp71, une délocalisation des canaux 
AQP4 entrainerait des altérations de la barrière hémato-encéphalique, tandis que celle des 
canaux potassiques entrainerait des problèmes d’homéostasie avec une augmentation de 
potassium extracellulaire pouvant influer sur l’excitabilité neuronale. La balance 
excitation/inhibition corticale a fait l’objet de nombreuses études depuis la découverte de 
son implication dans les processus de mémoire de travail, l’autisme et la schizophrénie, et 
une détérioration de ce processus homéostatique pourrait être à la base des déficits 
centraux résultant de la perte de Dp71.  

III. Perspectives thérapeutiques 

Au moment de la rédaction de ces travaux de thèse, il n’existe toujours aucun traitement 
curatif pour la dystrophie musculaire de Duchenne. Cependant, les approches 
thérapeutiques sont nombreuses, utilisant des méthodes diverses ciblant différentes 
modalités de la pathologie. 
Une des composantes les plus handicapantes de la maladie reste la myopathie, qui va non 
seulement rendre dépendants très jeunes les patients, mais est également responsable de 
l’issue fatale par atteinte des muscles cardiaques et respiratoires (Eagle et al., 2002 ; Van 
Ruiten et al., 2016). La dystrophine complète ou Dp427 est une molécule très grande, 
rendant impossibles les approches d’apport de gène par vecteur viral. Des approches 
pharmacologiques tentant de sur-exprimer l’utrophine, un homologue de la dystrophine, se 
sont révélées inefficaces (Perronnet et al., 2012). Bien que les deux protéines partagent 
une grande homologie de séquence, leur localisation cellulaire n’est pas identique et ne 
permet pas de compenser l’absence de dystrophine. Depuis quelques années, le système 
CRISPR/Cas9 a énormément fait parlé de lui, tout autant pour les avancées dans l’édition 
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de l’ADN qu’il apporte, que ses implications éthiques concernant l’édition du code 
génétique. Quelques études ont déjà utilisé ce système dans le cadre de la myopathie de 
Duchenne, particulièrement chez la souris mdx. Les résultats sont encourageants (Xu et 
al., 2016 ; Bengtsson et al., 2017), mais CRISPR/Cas9 reste une approche très récente 
nécessitant encore de nombreux travaux avant d’envisager des études pré-cliniques. Une 
perspective plus réaliste à plus court terme est la technique de saut d’exon (exon skipping) 
qui permet de cibler spécifiquement la mutation et d’épisser la partie du gène qui contient 
la mutation. Elle est cependant inadaptée dans le cas de délétion étendue du gène qui 
nécessiterait de supprimer une grande partie des domaines fonctionnels de la protéine. 
Cette technique a été initialement validée chez la souris mdx en utilisant un vecteur viral 
(rAAV2/1) codant pour des petits ARN nucléaires contenant des séquences antisens 
permettant de moduler l’épissage du pré-ARNm de la dystrophine (Vaillend et al., 2010 ; 
Dallérac et al., 2011), cependant la faible diffusion des vecteurs rendait impossible le 
traitement complet du cerveau et encore moins de l’ensemble des organes affectés par la 
maladie. Dans cette thèse, nous présentons une autre approche de saut d’exon, utilisant 
non pas des vecteurs viraux, mais des oligonucléotides à base d’ADN tri-cyclique (tcDNA), 
qui non seulement n’induisent pas de réaction immunitaire (permettant de renouveler le 
traitement) et permettent une diffusion plus large. Actuellement, nous avons démontré la 
capacité du tcDNA à normaliser les réponses de peur inconditionnée chez la souris mdx 
suite à des injections systémiques, dont c’est le phénotype le plus robuste, autorisant 
quelques espoirs sur la restauration des autres phénotypes cognitifs que nous avons mis 
en évidence. Les études toxicologiques sont toujours en cours, de même que la validation 
de l’effet du tcDNA sur les capacités cognitives des souris mdx (conditionnement de peur, 
mémoire à long terme). Contrairement aux vecteurs viraux, le tcDNA est éliminé par 
l’organisme au bout de quelques mois, rendant le traitement certes supposé curatif, mais à 
vie. 
 

Au-delà de la dystrophine complète, la dystrophine courte Dp71 fait également l’objet de 
nombreuses études, tant son rôle est essentiel au niveau cérébral. Sa faible taille 
comparée à la Dp427 rend possible les techniques thérapeutiques se basant sur l’apport 
de sa séquence codante par un vecteur viral. La majorité des études ont pour l’instant 
porté sur la rétine, vu la forte expression de la Dp71 dans les cellules gliales de Müller qui 
participent à la fonction de la barrière rétinienne. Vacca et al. (2014 ; 2016) ont montré que 
la réexpression de la Dp71, en utilisant un vecteur AAV, permet de restaurer la fonction de 
la barrière rétinienne. En plus de la preuve qu’apporte l’étude concernant la faisabilité 
technique d’une telle réexpression, cela montre que la réexpression de dystrophine dans 
un organisme adulte permet de restaurer la fonction de la protéine et de corriger les 
altérations qu’elle entraine, bien qu’elles soient congénitales. Cela offre donc également, et 
surtout, un espoir de traitement pour les patients adultes.  
 
Cependant, l’espoir le plus réaliste de thérapie ne repose pas sur une technique précise, 
mais plus probablement, sur un ensemble de thérapies aux cibles distinctes mais 
complémentaires. Si actuellement le traitement à base de glucocorticoïdes (Rutter et al., 
2012) est le traitement phare, permettant de préserver les fonctions cardiaque et 
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pulmonaires durant l’adolescence, retardant d’autant l’apparition de scoliose sévère, son 
impact sur le comportement, particulièrement émotionnel, est actuellement la première 
cause d’abandon de ce traitement par les parents des enfants DMD (Dubowitz, 2013 ; 
Ricotti et al., 2013 ; Zatz et Pavanello, 2013). Le rôle des stéroïdes dans la cognition est 
encore mal connu, et pourrait d’ailleurs être responsable de certains troubles observés 
chez les patients. En revanche, cela ne signifie pas nécessairement que toute approche 
pharmacologique est inadéquate. Comme nous l’avons mis en évidence au cours de nos 
travaux, la Dp427 joue un rôle essentiel dans le système GABAergique, particulièrement 
concernant l’adressage des récepteurs extrasynaptiques (Vaillend et Chaussenot, 2017) et 
cela pourrait avoir un lien significatif avec le phénotype émotionnel et cognitif des patients. 
Une approche visant à compenser ces altérations GABAergiques pourrait donc être une 
piste thérapeutique. A l’inverse, chez les patients ayant perdu la Dp71, la cible serait plus 
probablement le système glutamatergique, dans le but de normaliser la balance 
excitation/inhibition. Cette balance, impliquée dans les fonctions exécutives (Ribeiro et al., 
2015) et l’autisme (Lee et al., 2016), deux phénotypes altérés chez les patients, pourrait 
donc être une cible thérapeutique intéressante. Nos travaux ont apporté de nombreuses 
précisions sur le phénotype de la souris mdx, uniquement déficiente en Dp427, et sur celui 
de la souris Dp71-null, uniquement déficiente en Dp71, mais il reste une question en 
suspens : quel est le phénotype lorsque que toutes les dystrophines sont absentes ? A 

l’heure actuelle, les études sur la mdx3cv, déficiente pour toutes les dystrophines, sont 
incomplètes et ce modèle murin est imparfait (expression résiduelle des dystrophines 
malgré la mutation), et nous ignorons toujours l’impact précis de la perte cumulée des 
dystrophines sur le système GABAergique et glutamatergique. De plus, certaines 
mutations altérant l’expression de toutes les dystrophines sauf la Dp71 sont aussi 
associées à une déficience intellectuelle, suggérant aussi un rôle majeur de la Dp140 dans 
l’atteinte centrale dans la DMD. Le rôle de la Dp140 dans le cerveau est inconnu, et des 
études approfondies d’autres modèles murins de la DMD seront nécessaires pour éclaircir 
ce point. 
 
Dans l’attente de thérapies curatives, il existe de nombreuses approches pour rendre la vie 
des patients un peu plus confortable. Nous en avons abordés deux en introduction, cette 
étude brésilienne (Rodrigues et al., 2009) qui démontre une amélioration respiratoire par la 
pratique du yoga et (Bruggen et al., 2015) qui utilise le chewing-gum pour retarder l’atteinte 
des muscles masticateurs. Cela peut sembler anecdotique au vu de la sévérité de cette 
pathologie, mais l’aspect émotionnel joue un rôle essentiel dans la perception du handicap 
par le patient et chaque petite victoire est une occasion d’espérer qu’un mieux est possible. 
Fee et Hinton (2011) ont d’ailleurs démontré que la nature quantifiable de l’adversité est 
moins importante pour l’enfant que sa résilience à sa condition. Le soutien, qu’il soit familial 
ou par l’intermédiaire du personnel de soin, peut permettre au patient de mieux vivre sa 
condition. Les modèles murins, que ce soit la souris mdx ou la souris Dp71-null peuvent 
jouer un rôle, en apportant des connaissances plus précises sur les fonctions altérées en 
fonction de la mutation, éléments qui peuvent permettre de mettre en place de nouvelles 
stratégies d’accompagnements à la carte en fonction des profils de mutation. Il est 
important de noter que dans la déficience intellectuelle, les limitations cognitives peuvent 
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coexister avec des forces et peuvent progresser au cours de la vie du patient. Enfin, il ne 
faut pas se limiter au seul patient. Bien souvent, les familles qui s’occupent d’un enfant 
myopathe, sont également à risque, notamment face au stress (Nereo, et al., 2003 ; 
Yamaguchi et Suzuki, 2015) et doivent être inclues dans le soutient apporté par les 
personnels de soins. Il y a également un travail d’éducation à faire au niveau de la 
population et des institutions. Les patients DMD vivent de plus en plus vieux, parfois de 
façon autonome et en exerçant un métier (Eagle et al., 2002). L’accessibilité des villes n’est 
pas toujours en adéquation avec la réalité des personnes à mobilité réduite. Une ville 
accessible à un handicapé fait également parti de son sentiment d’intégration et atténue 
ses impossibilités liées à la maladie, contribuant à sa résilience et lui permettant d’être 
autonome. Accessibilité contribuant également aux autres citoyens, comme les parents 
utilisant des poussettes, aux voyageurs qui possèdent des valises ou aux personnes âgées 
(Fitzgerald et Caro, 2014). 
 



 

Annexes
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I. Annexe 1 : Échelles de Bayley du développement de 
l’enfant 

Les échelles de Bayley du développement de l’enfant (BSID : Bayley Scales of Infant and 
Toddler Development), mises au point par la psychologue américaine N. Bayley et 
applicables aux enfants dont l'âge est compris entre 2 mois et 2 ans et demi, évaluent le 
développement de certaines fonctions cognitives, motrices, socio-émotionnelles, ainsi que 
le langage et l’adaptabilité comportementale. 
Le test dure entre 45 à 60 minutes et donne un quotient de développement (DQ : 
developmental quotient) compris entre 40 et 160, plutôt qu’un quotient intellectuel (voir 
Annexe 2, ci-dessous, sur les échelles de Wechsler). 
 
La première édition date de 1969, la seconde de 1993 et sa troisième et dernière version 
(BSID-III), utilisée actuellement, date de 2006. Elle se compose de 5 parties, les trois 
premières testant les capacités de l’enfant et les deux suivantes étant des questionnaires : 
 
- Cognition : Evalue le développement sensori-moteur, les capacités d’exploration et de 
manipulation, la formation de concepts, les fonctions mnésiques et la relation à l’objet. 
Selon l’âge de l’enfant, les items de cette échelle permettent d’évaluer par exemple les 
différents stades du jeu, les concepts de nombre et de comptage...  
- Langage : Se divise en deux sous-parties : la compréhension et l’expression. 
La partie de compréhension ou de réception mesure les comportements préverbaux, la 
compréhension verbale et le développement du vocabulaire en proposant des items 
d’identification d’objets ou de photos par exemple. Chez les nourrissons, lorsque le 
langage n’est pas encore acquis, les items des premières tranches d’âge évaluent l’acuité 
auditive, la capacité à répondre au son de la voix d'une personne, les capacités de 
discrimination et de localisation des sons. Chez les enfants plus âgés, les items sollicitent 
les aptitudes à comprendre et à répondre de manière appropriée aux mots et aux 
demandes. La difficulté des items se reflète dans le nombre de mots qui augmente 
progressivement et le type de mots employés.  
La partie d’expression évalue les communications préverbales, (babillage, gestes, tour de 
parole...), le développement du vocabulaire, la capacité à nommer des objets, des photos 
ou attributs ainsi que le développement de la morphologie et de la syntaxe (utiliser des 
énoncés de deux mots, accorder les pluriels et les temps des verbes...). Chez le jeune 
enfant, cette partie permet de mesurer la capacité de vocalise et de babillage, l’utilisation 
des combinaisons consonne – voyelle et l’aptitude à imiter des mots et des sons produits 
par l’adulte.  
- Motricité : Se divise en deux sous-parties : la motricité fine et la motricité globale. 
La partie de motricité fine mesure l’intégration perceptivo-motrice, l’organisation motrice et 
la vitesse motrice ainsi que les capacités de préhension. Concernant le domaine de la 
préhension, les items mettent en jeu la poursuite visuelle, les gestes d’atteinte, la 
manipulation d’objets et les réactions en réponse aux informations tactiles.  
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La partie de motricité globale évalue les mouvements des membres supérieurs et inférieurs 
et les mouvements de l’axe. Afin de permettre une évaluation complète, les items évaluent 
à la fois le positionnement statique (assis, debout) et les mouvements dynamiques 
(coordinations et locomotion) ainsi que les capacités d’équilibre et de planification motrice.  
- Fonctions socio-émotionnelles : Les questions posées aux soignants permettent de 
mesurer les compétences émotionnelles fonctionnelles et leur autorégulation, ainsi que 
l'intérêt porté à l’environnement, la communication des besoins et la capacité d’engager les 
autres et d'établir des relations en utilisant des signaux émotionnels ou des gestes 
adaptés.  
- Comportement : les questions présentées aux parents abordent différents domaines tels 
que la communication (langage, écoute, communications non verbales), la sécurité 
(conscience du danger, attitude de prudence), les loisirs et activités (jeux) et l’autonomie 
dans les soins quotidiens (repas, toilette). Les items traitent aussi les prérequis aux 
apprentissages (connaissance des lettres, comptage, graphisme), les compétences 
sociales (relations interpersonnelles, reconnaissance des émotions et les aptitudes 
motrices (locomotion, manipulation).  
 
Les études citées dans ce mémoire prenant majoritairement place entre 1990 et 2010, la 
BSID-III fut l’édition la plus utilisée. 
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II. Annexe 2 : Quotient intellectuel (Wechsler Intelligence 
Scale for Children) 

Le quotient intellectuel global (FSIQ, l’expression « QI » étant un raccourci) est le plus 
souvent calculé en se basant sur l’échelle de Wechsler. 
Le WISC (Wechsler Intelligence Scale for Children), applicable de l’âge de 7 ans et 4 mois 
jusqu’à 16 ans étant la plus représentée dans ce manuscrit, nous allons la détailler ci-
après, mais la méthodologie générale reste similaire pour le WPPSI (Wechsler Preschool 
and Primary Scale of Intelligence, pour les enfants d’âge préscolaire) et le WAIS (Wechsler 
Adult Intelligence Scale, pour les grands adolescents et adultes). 
La première version date de 1949 et la dernière de 2014 (cinquième édition). Le WISC 
nécessitant un étalonnage par pays et une traduction, la version française du WISC-V n’est 
disponible que depuis 2016. 
 
Le WISC est une épreuve composite, qui va évaluer les aspects suivants (pour le WISC-VI 
de 2003 à 2014) : 
 
Indice de compréhension verbale: Permet de rendre compte de la capacité de l’enfant à 
être prêt aux enseignements scolaires. Il se compose de 5 sous-tests : 
- Similitudes : On demande à l’enfant en quoi 23 séries de mots se ressemblent. 
- Vocabulaire : L’enfant doit donner la définition de 36 mots. 
- Compréhension : On s’intéresse à « l’intelligence sociale » de l’enfant (exemple : 
pourquoi va-t-on à l’école ?). 
- Connaissances : Evaluation des connaissances acquises. 
- Raisonnement verbal : Met en avant la capacité à regrouper des parties en un tout, à 
manipuler des concepts verbaux. 
 
Indice de raisonnement perceptif : Evalue les compétences de conceptualisation et de 
raisonnement. 
- Cubes : L’enfant doit reproduire des dessins en deux dimensions. On estime qu’un bon 
score à ce test permet d’exclure la déficience intellectuelle, la réciproque étant fausse. 
- Concepts en image : L’enfant trie des images en fonction de leur point commun. 
- Matrices : L’enfant doit sélectionner la partie manquante d’une matrice ; il s’agit d’une 
sorte de suite logique. 
- Images à compléter : L’enfant observe une image et doit indiquer l’élément manquant. 
 
Indice de mémoire de travail 
- Séquence de chiffres : L’enfant doit répéter dans le même ordre, puis dans l’ordre 
inverse, une suite de chiffre. 
- Séquence lettres et chiffres : L’enfant doit restituer une suite de lettre et chiffre. 
- Arithmétique : Plus que les capacités en calcul mental, cette partie cherche à évaluer la 
compréhension de l’énoncé, la mémoire et la capacité à résoudre des problèmes. 
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Indice de vitesse de traitement : Jauge la capacité d’attention, la rapidité d’interprétation 
ainsi que les aptitudes à mettre en séquences des informations visuelles. 
- Code : L’enfant doit reproduire des formes géométriques. 
- Repérage des symboles : L’enfant doit vérifier la présence d’un symbole dans une série. 
- Annulation : L’enfant doit retirer le maximum d’images d’animaux parmi d’autres images. 
 
Les interprétations du score du quotient intellectuel complet (FSIQ) s’effectuent 
ainsi (d’après le DSM-IV) : 
- 100 est le score moyen/normal (par convention, 50% de la population est « normale ») 
- 50 à 70 : retard mental léger 
- 35 à 50 : retard mental modéré 
- 20 à 35 : retard mental sévère 
- Inférieur à 20 : retard mental profond 
 
De 1949 à 2003 (de la première à la troisième version), seuls les mesures composites 
FSIQ (full-scale IQ), VIQ (verbal IQ) et PIQ (performance IQ) sont présents. Ces mesures 
se calculent à partir des résultats à divers tests (similitudes, vocabulaire, 
compréhension ). Dans sa version suivante, le WISC-IV (2003) abandonne les VIQ et 
PIQ au profit des quatre indices décrits plus haut. Le WISC-V (2014) encore peu utilisé, 
ajoute un cinquième indice et surtout rend de plus en plus obsolète le FSIQ. En effet, dans 
la cinquième version du Manuel diagnostique et statistique des troubles mentaux 
(Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, DSM), le « retard mental » n’existe 
plus, au profit de l’appellation « déficience intellectuelle » (DI). Cette DI ne se base plus 
uniquement sur le FSIQ (qui fut le critère majeur dans le DSM-IV pour le diagnostic du 
retard mental), mais sur toute une collection de symptômes (du domaine de la vie 
quotidienne, social et conceptuel).  
 
Les études citées dans ce mémoire prenant majoritairement place entre 1980 et 2010, le 
WISC-III fut l’édition la plus utilisée se basant majoritairement sur les FSIQ, VIQ, et PIQ. 
Les études les plus récentes se basant sur le WISC-IV (mesurant notamment un indice de 
mémoire de travail) verront les nouveaux indices cités. 
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III. Annexe 3 : Du gène à la protéine 

 

Figure 15 – Domaines de la dystrophine 

La dystrophine se compose de 4 domaines : amino-terminal (NT), central, riche en cystéine 
(CR) et terminal (CT). Le domaine central comprend 24 triples hélices de type spectrine 
(numéro de 1 à 24) et quatre domaines charnières riches en résidus proline (H1 à H4). 
Certains domaines sont impliqués dans des interactions spécifiques avec d’autres 
protéines associées aux dystrophines. 
(Adapté de http://dmd.nl/DMD_home.html#protein) 
 

http://dmd.nl/DMD_home.html#protein


Rémi Chaussenot  196 

 

Figure 16 – Différents produits du gène dmd 

Le gène dmd peut produire 6 formes de dystrophines (Dp427, Dp260, Dp140, Dp116, 
Dp71, Dp40), chacune pouvant également exister sous la forme de différents transcrits 
alternatifs. La présence de trois promoteurs internes donnent trois formes de Dp427 
(Dp427b exprimée dans le cerveau (b : brain), Dp427m exprimée dans le muscle, Dp427p 
exprimée dans les cellules de Purkinje du cervelet). Les épissages alternatifs ont été 
principalement caractérisés pour la Dp140 et la Dp71 : les formes a ne possèdent pas 
l’exon 71, les formes b ne possèdent pas l’exon 78, les formes ab (aussi appelée forme f) 
ne possèdent pas les exons 71 et 78, les formes c ne possèdent pas l’exon 71 à 74, les 
formes bc ne possèdent pas les exons 71 à 74 et 78 (aussi appelée forme Δ110). # 
Nouveaux isoformes découverts par Aragón et al. en 2017, avec dans la colonne 
« synonyme », la nouvelle nomenclature qu’ils proposent. 
(Adapté de http://dmd.nl/isoforms.html et Aragón et al., 2017). 
  

http://dmd.nl/DMD_home.html#protein
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IV. Annexe 4 : La Dp427L : histoire d’une fausse détection 

La Dp427L, aussi connue sous le nom de L-dystrophine, a été décrite par Nishio et al. 
(1994) dans les cellules lymphoblastoïdes (cellules du système immunitaire, précurseurs 
des lymphocytes) d’un patient dmd présentant une sévère cardiomyopathie. Son 
promoteur a été alors localisé dans l’exon 1 du gène dmd, tandis que l’exon 3 est épissé. 
L’existence de cet isoforme a ensuite été confirmée par Muntoni et al. (1995), mais ces 
auteurs trouvent, en revanche, que c’est l’exon 2 qui est épissé.  
Peu d’études se sont ensuite intéressées à cette Dp427L, jusqu’à ce que Wheway et 
Roberts (2003) réévaluent l’existence du promoteur à l’aide des nouvelles séquences 
génomiques humaine/murine disponibles. Ils démontrent que ce promoteur se situe 4,5 Mb 
avant l’exon 2 du gène dmd, ce qui donnerait théoriquement un transcrit de 7 Mb 
nécessitant plus de 2 jours de transcription. De plus, l’activité transcriptionnelle dans les 
lymphocytes sanguins périphériques du promoteur de la Dp427L est très négligeable 
(1/1000) par comparaison à la Dp427m dans ce même tissu. La non conservation de ce 
promoteur, initialement découvert chez l’humain, chez d’autres espèces (comme la souris) 
poussent les deux auteurs à conclure que le promoteur de la Dp427L ne possède aucun 
rôle biologique. 
L’existence de la Dp427L serait, en fait, un artefact lié à la mutation présente chez ce 
patient. Du fait d’une large délétion du début du gène dmd, ce serait le promoteur du gène 
précédent, CYBB, qui exprimerait son gène couplé à celui du gène dmd. La Dp427L n’est 
donc pas une dystrophine commune, mais uniquement la résultante d’une mutation bien 
particulière chez un patient. 
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1. Résumé de la thèse en français 

La dystrophie musculaire de Duchenne (DMD) est un syndrome neuromusculaire dû à des 
mutations dans le gène dmd qui conduisent à la perte d’expression des dystrophines, protéines 
normalement exprimée dans différents tissus y compris le cerveau. Le profil cognitif des patients 
est hétérogène et la présence d’une déficience intellectuelle dépend de la position des mutations 
dans le gène. Cette variabilité s’explique par la complexité du gène dmd qui comprend plusieurs 
promoteurs internes permettant l’expression cérébrale de plusieurs dystrophines de tailles 
différentes. Dans ce travail de thèse, nous nous sommes intéressés à deux dystrophines : la 
dystrophine complète (Dp427), normalement exprimée dans le muscle et le cerveau et absente 
chez tous les patients DMD, et la forme la plus courte de dystrophine, la Dp71, produit cérébral 
majeur du gène dmd absente dans un sous-groupe de patients. Ces deux dystrophines ont des 
fonctions cellulaires différentes : La Dp427, normalement exprimée dans les synapses inhibitrices 
en interaction avec les récepteurs du GABA, joue un rôle dans la plasticité synaptique, 
l’apprentissage et la mémoire. Sa perte conduit à des déficits cognitifs modérés. La Dp71, 
majoritairement exprimée dans les astrocytes périvasculaires, contribue à l’ancrage de canaux 
ioniques impliqués dans l’homéostasie cérébrale et joue aussi un rôle dans la synapse 
glutamatergique. La perte de Dp71 aggrave fortement les déficits associés à la perte de Dp427 
chez les patients et conduit à une déficience intellectuelle sévère. Les relations génotypes-
phénotypes restent à préciser et on suppose qu’au-delà de la sévérité des déficits, la nature 
même des altérations cognitives, ainsi que que la présence de troubles sensoriels, cognitifs, 
exécutifs et neuropsychiatriques, dépendent des formes de dystrophines touchées. Pour étudier 
le rôle de ces deux dystrophines, nous avons utilisé deux modèles murins : la souris mdx 
uniquement déficiente en Dp427, et la souris Dp71-null uniquement déficiente en Dp71. Une 
étude comportementale à large spectre nous a permis de mieux caractériser le phénotype 
associé à la perte de Dp427 et de Dp71, en précisant l’intégrité de la perception et du traitement 
des stimuli sensoriels auditifs, des réponses émotionnelles et de la réactivité au stress, des 
performances d’apprentissage, ainsi que de certaines composantes des fonctions exécutives, 
comme la mémoire de travail spatiale et la flexibilité comportementale. Ce travail a été complété 
par des études collaboratives visant à caractériser le rôle de la Dp71 dans la plasticité corticale et 
à développer une approche de thérapie génique pour restaurer la fonction de la Dp427 chez la 
souris mdx. Nous montrons que la perte de Dp427 perturbe les fonctions GABAergiques, les 
réponses émotionnelles induites par un stress ainsi que la mémoire émotionnelle et la mémoire à 
long terme, sans altération majeure des fonctions sensorielles et exécutives. Nous montrons 
aussi qu’une thérapie génique basée sur des injections systémiques d’oligonucléotides antisens, 
porteurs de chimies spécifiques et passant la barrière hémato-encéphalique, est capable de 
restaurer une Dp427 fonctionnelle par la technique du saut d’exon et de compenser les 
altérations émotionnelles des souris mdx. La perte de Dp71 a un impact différent : Elle altère la 
balance excitation/inhibition et la plasticité synaptique corticale et perturbe l’apprentissage, la 
flexibilité comportementale et la mémoire de travail dans des tâches d’apprentissage spatial. 
Notre étude de ces modèles murins a donc permis de clarifier les relations génotype-phénotype 
et les bases neurobiologiques de cette maladie, et d’identifier des phénotypes utiles pour valider 
l’efficacité de traitements ciblant le cerveau dans des études précliniques.  
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2. Résumé de la thèse en anglais 

Duchenne muscular dystrophy (DMD) is a neuromuscular syndrome caused by mutations in the 
dmd gene, leading to the loss of dystrophin proteins, which are normally expressed in various 
tissues including the brain. Patients exhibit heterogenous cognitive profiles and the presence of 
intellectual disability depends on the location of the mutation within the gene. This variability can 
be explained by the complexity of the dmd gene, which includes several internal promoters 
leading to the cerebral expression of several dystrophins of different sizes. In this thesis work, we 
focused on two dystrophins : the full-length dystrophin (Dp427) normally expressed in muscle and 
brain and lost by all DMD patients, and the shortest dystrophin, Dp71, major cerebral product of 
the dmd gene that is absent in a subgroup of patients. These two dystrophins have distinct 
cellular functions : Dp427, normally interacting with GABA receptors in inhibitory synapses, plays 
a role in synaptic plasticity, learning and memory. Its loss leads to mild cognitive deficits. Dp71, 
mostly expressed in perivascular astrocytes, contributes to the anchoring of ionic channels 
involved in brain homeostasis and also plays a role in glutamatergic synapses. Dp71 loss 
strongly aggravate the deficits associated with the loss of Dp427 in patients and lead to severe 
intellectual disability. Genotype-phenotype relationships need be further specified and it is 
assumed that beyond deficits severity, the actual nature of cognitive alterations, as well as the 
presence of sensorial, cognitive, executive and neuropsychiatric disturbances, depend on the 
specific forms of dystrophin affected by mutations. To study the role of these two dystrophins, we 
used two mouse models : the mdx mouse that only lacks Dp427, and the Dp71-null mouse that 
only lacks Dp71. A extensive behavioral study allowed us to better characterize the phenotype 
associated with the loss of Dp427 and Dp71, detailing integrity of perception and processing of 
auditory sensory stimuli, of emotional responses and stress reactivity, of learning performance, 
and of components of executive functions, such like spatial working memory and behavioral 
flexibility. The work has been completed by collaborative studies aimed at characterizing the role 
of Dp71 in cortical plasticity and at developing gene therapy approaches to rescue Dp427 
function in the mdx mouse. We demonstrate that Dp427 loss perturbs GABAergic functions, 
stress-induced emotional responses, as well as emotional and long-term memories, without 
major alterations of sensory and executive functions. We also show that a gene therapy based on 
systemic injections of antisens oligonucleotides holding specific chemistries and crossing the 
blood-brain barrier enables Dp427 functional rescue by exon-skipping strategy and alleviates 
emotional disturbances in mdx mice. The loss of Dp71 has a distinct impact : It alters cortical 
excitation/inhibition balance and plasticity and disrupt learning, behavioral flexibility and working 
memory in spatial learning tasks. Our study of these mouse models therefore enabled to clarify 
the genotype-phenotype relationships and neurobiological bases of this disease, and identified 
valuable phenotypes to validate treatment efficacy in future brain-targeting preclinical studies. 
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3. Résumé de thèse vulgarisé pour le grand public en français  

La myopathie de Duchenne est un syndrome neuromusculaire causé par la perte de 
protéines normalement exprimées dans le cerveau et le muscle : les dystrophines. En plus 
de la myopathie, les patients présentent des altérations sensorielles, émotionnelles, 
cognitives et neuropsychiatriques qui sont variables en fonction de la position des 
mutations dans le gène dmd, qui peuvent affecter différentes formes de dystrophine 
cérébrale. Notre étude comportementale chez deux modèles de souris porteuses de 
mutations différentes a permis de préciser la nature et la sévérité des dysfonctionnements 
cognitifs associés à cette maladie, en fonction de la forme (neuronale ou gliale) de 
dystrophine touchée. Nous avons mis en évidence des altérations spécifiques à ces deux 
modèles, et nous les discutons à la lumière des données cliniques recueillies chez les 
patients. Nos résultats suggèrent qu’une partie des altérations cérébrales de cette maladie 
peuvent être corrigées par thérapie génique.  

4. Résumé de thèse vulgarisé pour le grand public en anglais  

Duchenne muscular dystrophy is a neuromuscular syndrome caused by the loss of proteins 
that are normally expressed in both brain and muscle : the dystrophins. In addition to 
myopathy, patients display sensorial, emotional, cognitive and neuropsychiatric 
disturbances, at variable degrees depending on the location of the mutation within the dmd 
gene, which may affect distinct forms of brain dystrophins. Our behavioral study in two 
mouse models carrying distinct mutations allowed us to clarify the nature and severity of 
the cognitive dysfunctions associated with this disease, depending on the type of 
dystrophin (neuronal or glial) affected by mutations. We evidenced specific alterations in 
these two models, which we discuss in light of current clinical data. Our results suggest that 
part of the brain alterations in this disease could be corrected by means of gene therapy. 

5. Mots clés en français  

1 - dystrophine 
2 - déficience intellectuelle 
3 - fonctions exécutives 

4 - émotions 
5 - apprentissage associatif 
6 - thérapie génique 

6. Mots clés en Anglais  

1 - dystrophin 
2 - intellectual disability 
3 - executive functions 

4 - emotions 
5 - associative learning 
6 - gene therapy 
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