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Introduction

A Theure actuelle, 343 races différentes de chiens sont reconnues par la FCI
(Fédération Cynologique Internationale) réparties en dix groupes selon leur morphologie et
leurs aptitudes. Chaque race possede des caracteres phénotypiques qui lui sont propres et
pouvant étre trés variables d’une race a 1’autre. La sélection sur des critéres morphologiques,
afin de se rapprocher au maximum du standard d’une race, a conduit a 1’émergence de
maladies a caractéres héréditaires spécifiques d’une ou plusieurs races, par une augmentation
du nombre de loci a 1’état homozygote. L’apparition de ces maladies génétiques est due a la
proximité sur un méme chromosome, des genes, en relation avec les criteres morphologiques

recherchés et des génes responsables de ces maladies.

L’apparition des maladies génétiques est souvent due a un effet fondateur au sein
d’une race, avec I’utilisation a de nombreuses reprises d’un reproducteur possédant les
caractéres morphologiques recherchés mais aussi porteur d’allele(s) responsable(s) de la

maladie. Certaines races sont aussi fondées sur un nombre trés restreint d’individus.

Actuellement, 587 maladies génétiques canines différentes sont recensées dans la
base des maladies génétiques mendéliennes OMIA (Online Mendelian Inheritance in
Animals). Ces maladies concernent presque tous les organes et tissus, bien qu’elles affectent
essentiellement les systemes neuro-musculaire, cardio-vasculaire et la vision (atrophies

rétiniennes, cataractes, luxation du cristallin...).

Le Border Collie est une race bergere d’origine britannique, introduit en France a la
fin des années soixante, dont 1’utilisation principale est la garde et la conduite des troupeaux
qu’ils soient ovins, caprins ou bovins. Les propriétaires de Border Collie sont avant tout des
utilisateurs et recherchent le chien le plus performant possible, celui-ci étant un véritable outil
de travail. Plusieurs maladies génétiques sévissent au sein du cheptel francais de Border
Collie. Parmi elles, 1’atrophie progressive de la rétine (ou APR) est une maladie atteignant la

rétine et entrainant une cécité de nuit puis de jour a plus long terme.

Le diagnostic de I’APR chez le Border Collie, ne peut se faire que par un examen

cliniqgue ophtalmologique régulier, le mieux étant un examen annuel. L’expression de la
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maladie est tardive et bien souvent un chien ne sera diagnostiqué qu’aprés avoir déja
reproduit. Ainsi, la détermination de la cause génétique de cette maladie et le développement
d’un test génétique, permettrait de connaitre le statut d’un chien vis-a-vis de la maladie
(atteint, porteur ou sain), et ainsi d’écarter de la reproduction les individus atteints et de
raisonner les accouplements avec des individus porteurs afin de ne plus produire de chiens

atteints.

L’APR est ¢galement connue dans une centaine de races et sa cause génétique a pu
étre identifiée dans une trentaine de races (14 mutations différentes connues). Sa transmission
se fait le plus souvent selon un mode autosomique récessif, mais des transmissions
autosomiques dominantes et liées au chromosome X sont également connues dans certaines
races. Chez le Border Collie, ’APR se transmettrait selon un mode récessif, li¢ au sexe de

maniére absolue.

C’est dans ce contexte que s’inscrit notre travail de thése. Le but de notre recherche a
¢été d’analyser les résultats des certificats de dépistage des maladies héréditaires oculaires de
plus de 2000 Border Collie, de recruter de nouveaux Border Collie afin de compléter la

généalogie existante et de contribuer a préciser la cause génétique de I’APR dans cette race.

Dans un premier temps, un rappel concernant I’anatomie et la physiologie de I’ceil va
étre réalisé. Les principales caractéristiques des Border Collie et les maladies oculaires
présentes dans cette race, et particulierement I’APR seront présentées ensuite. Puis une
description des outils actuellement disponibles pour la recherche des genes responsables des

maladies génétiques sera exposeée.

Dans un second temps, sera exposeé le travail de recherche que nous avons effectué au
sein de 1’équipe « génétique du chien » a ’'UMR6290 a Rennes. Ce travail se décompose en
quatre points : la création et I’analyse d’une base de données des certificats de dépistages des
maladies heréditaires oculaires, une étude génealogique des chiens dont le laboratoire possede
un échantillon sanguin, une étude génétique d’association et la rechercher et 1I’étude d’un géne

candidat.
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I. Etude Bibliographique

Cette étude bibliographique va consister en la présentation de 1’anatomie, de la
physiologie et des méthodes d’examen de I’eeil du chien, organe atteint lors d’APR. Une
présentation de la race étudiée, le Border Collie, sera ensuite réalisée, en s’intéressant plus
particulierement aux maladies oculaires héréditaires (dont fait partie I’APR) présentes dans
cette race. Le dernier point traitera des méthodes de détermination du mode de transmission et

d’identification d’une anomalie génétique.

A. Anatomie, Physiologie et Méthodes d’examen de 1’ ceil

L’ceil est I’organe de la vision permettant I’intégration du signal visuel en un signal
¢lectrique avant de le transmettre a 1I’encéphale.
1. Anatomie ([30][65][74])

L’ceil est formé de trois tuniques ayant une structure proche de celle du systéme
nerveux central : une tunique fibreuse, une tunique vasculaire et une tunique nerveuse. Ces

différentes tuniques renferment des milieux transparents (Figurel).
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Figure 1 : Structure du globe oculaire et de ses annexes (d’apres [38])
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a. Les tuniques de I’ceil

a. Tunique fibreuse

La tunique fibreuse est la plus externe. Elle se compose d’une partie antérieure

transparente : la cornée, et d’une partie postérieure opaque formant la « coque » de I’ceil : la

sclére. La cornée et la sclére se rejoignent au niveau de la jonction cornéo-sclérale ou limbe

cornéen.

e Lacornée

La cornée recouvre la partie antérieure de 1’ceil, elle est circulaire et bombée. Elle se

décompose de I’extérieur vers I’intérieur en :

Un épithélium antérieur ou épithélium cornéen, formeé d’une dizaine de couches de
cellules épithéliales nucléées non kératinisées. 1l est en continuité avec
I’épithélium conjonctival. Les cellules pigmentées peuvent envahir 1’épithélium

conjonctival aboutissant a une kératite pigmentaire ;
Une membrane basale ;

Une substance propre de la cornée ou stroma cornéen composé de fibres de
collagene organisées en lamelles paralléles et de fibroblastes baignant dans une

substance fondamentale riche en glycosaminoglycanes ;

Une lame limitante postérieure ou membrane de Descemet, qui sépare le stroma
cornéen de I’épithélium postérieur de la cornée. Elle forme une basale trés

résistante chez 1’adulte mais elle est mince et déformable chez le jeune ;

Un épithelium postérieur ou endothélium cornéen, constitué d’une couche de
cellules endothéliales constituant également 1’épithélium cranial de la chambre

antérieure de I’ ceil.

e Lasclere

La sclére forme la coque postérieure de I’ceil, d’épaisseur inégale. Elle présente des

discontinuités au niveau du nerf optique, du passage des veines vortiqueuses, au contact du

limbe cornéen et au niveau de I’angle irido-cornéen. La sclere donne attache au muscle

ciliaire au niveau d’une partie épaissie de I’anneau scléral.
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La sclere se compose de :

- La lame épisclérale, formée de tissu conjonctif lache ;
- La substance propre de la sclére constituée d’un réseau de fibres de collagéne ;

- La lamina fusca formée d’un tissu conjonctif lache pigmenté plus riche en fibres

élastiques.

. Tunique vasculaire

La tunique vasculaire de I’ceil forme ce que I’on appelle 'uvée. C’est la membrane
« porte vaisseaux » de I’ceil irriguée par les artéres ciliaires. Elle recoit également une
innervation sensitive et autonome via le nerf ciliaire (branche ophtalmique du nerf V). La

tunique vasculaire se divise en trois parties : la choroide, le corps ciliaire et 1’iris.

e Lachoroide

La choroide correspond a la partie caudale de la tunique vasculaire, s’étend depuis
’ora serrata jusqu’a la papille optique. Son role est d’assurer la vascularisation des couches
externes de la rétine et, dans la plupart des cas, de former un miroir réfléchissant en partie

supérieure du fond d’ceil (appelée zone du tapis).

La choroide se compose de différentes couches, qui sont depuis I’extérieur vers
I’intérieur :

- La lame suprachoroidienne qui est continue avec la lamina fusca de la sclére ;
- L’espace périchoroidien ;

- La lame vasculaire qui contient les ramifications des arteres ciliaires postérieures,
les racines des veines vortiqueuses et des espaces intervasculaires riches en
glycosaminoglycanes. Ces vaisseaux se rejoignent dans la lame choroido-

capillaire.

- La zone du tapis ou Tapetum lucidum se situe dans la moitié supérieure du fond
d’ceil. 11 s’agit d’une zone cellulaire réfléchissante qui renvoie les rayons lumineux

vers les batonnets ou les cones pour les stimuler une seconde fois, permettant ainsi
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d’améliorer la vision crépusculaire. La couleur du tapis différe selon les especes et

les races : il varie du jaune au vert bleuté dans I’espéce canine ;

- Lalame choroido-capillaire assure la nutrition des couches externes de la rétine.

e Lecorps ciliaire

Le corps ciliaire constitue la partie moyenne de 1’uvée, il est compris entre ’iris et la
choroide. Il est composé de 80 a 100 proces ciliaires (pars plicata) separes par des vallées

ciliaires et sécrétant I’humeur aqueuse, et du muscle ciliaire (pars plana).

e L’iris

L’iris est le diaphragme de 1’ceil, divisant I’espace entre la cornée et le cristallin en
une chambre antérieure et une chambre postérieure communiquant par la pupille. La face
antérieure de I’iris se compose d’un épithélium et d’une couche pigmentaire irienne lui
donnant sa couleur. La face postérieure est composée d’un épithélium pigmentaire noir et
épais formant la partie irienne de la rétine aveugle. On définit une grande circonférence de
I’iris, zone s’étendant de I’angle irido-cornéen au muscle ciliaire, et une petite circonférence

correspondant & la pupille.

Le muscle sphincter de la pupille, a médiation parasympathique, entraine le myosis
par fermeture du diaphragme irien. A I’inverse, le muscle dilatateur de la pupille, a médiation
orthosympathique, provoque la mydriase.

L’angle irido-cornéen permet le passage de I’humeur aqueuse vers le plexus veineux
de la sclére.

y. Tunique nerveuse

Appelée rétine, il s’agit de la tunique la plus interne du bulbe. Elle se compose d’une

partie optique et d’une partie antérieure aveugle, séparées par 1’ora serrata.

24



e Partie optique de la rétine

Elle recouvre la choroide par laquelle elle est nourrie. Elle mesure de 0,12 mm
d’épaisseur a sa périphérie jusqu’a 0,24 mm au niveau du disque optique. Elle est fragile et se

décolle facilement.

Elle se compose de dix couches stratifiées (figure 2) dont :

- Une couche non vasculaire et sensorielle, constituée de cones et de batonnets. Les
cones, situés surtout en partie centrale, sont responsables de 1’acuité visuelle et de
la perception des couleurs. Les batonnets, présents dans 1’ensemble de la rétine,
sont quant a eux responsables de la vision crépusculaire. Chez le chien, on trouve

plus de batonnets que de cones ;

- Une couche vasculaire et nerveuse avec deux étages de neurones : des neurones
d’association (cellules bipolaires) et des cellules ganglionnées dont 1’axone

compose le nerf optique.
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Figure 2 : Structure tri-neuronale de la rétine (d’aprées [23])
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Le disque du nerf optique, ou papille optique est une légére dépression de forme
variable (ronde a polygonale) qui mesure de 1 a 2 mm et qui correspond a la tache aveugle de
I’Homme. Chez le chien, I’aire centrale ou, aera centralis, se situe latéralement a la papille
optique a environ 3mm de celle-ci. Elle est de forme ronde et est la zone la plus sensible de la

rétine.

L’irrigation de la partie optique de la rétine se fait en genéral, via quatre artérioles
(on peut en trouver jusqu’a huit) correspondant aux artéres ciliaires courtes postérieures qui
rayonnent a partir de la papille optique. On trouve des capillaires au niveau de la couche des
grains internes puis ceux-ci se réfléchissent au niveau de la couche plexiforme externe. Enfin,
le réseau de veinules est constitué de trois vaisseaux : un vaisseau dorsal, un vaisseau ventro-
médial et un vaisseau ventro-latéral, auxquels peut se rajouter un vaisseau ventral chez

environ 80% des chiens.

e Partie antérieure de la rétine

La partie antérieure de la rétine se situe en avant de 1’ora serrata. A ce niveau on ne
peut pas séparer la rétine de la tunique vasculaire, le tout formant une couche pigmentaire

divisée en partie ciliaire et partie irienne.

b. Chambres et milieux de I’ceil

Les chambres et milieux de I’ceil sont des milieux transparents qui vont orienter les
rayons lumineux pénétrant dans 1’ceil. En effet, chacun de ces éléments posséde un pouvoir de
réfraction différent ce qui entraine une déviation des rayons lumineux lors de leur passage

d’un milieu transparent a 1’autre.

La chambre antérieure se situe entre la cornée et I’iris, elle communique avec la
chambre postéerieure du bulbe au niveau de la pupille. La chambre postérieure du bulbe est
délimitée par 1’épithélium postérieur de I’iris, la zonule et la face antérieure du cristallin. Ces
deux chambres contiennent de I’humeur aqueuse, liquide sécrété par les cellules claires des
corps ciliaires. L’humeur aqueuse circule au sein de la chambre postérieure puis de la
chambre antérieure avant d’étre drainée au niveau de ’angle irido-cornéen par le plexus

veineux de la scléere. L’humeur aqueuse permet le maintien du tonus de I’eil et de la pression
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intra-oculaire entre 10 a 25 mmHg chez le chien. Les chambres antérieure et postérieure

représentent environ 9 % du volume du bulbe oculaire.

Le corps vitré est delimité par le cristallin, la zonule, 1’orbicule ciliaire et la rétine

optique. Il représente a lui seul pres des 2/3 postérieurs du bulbe oculaire.

Le cristallin est une lentille convergente permettant la focalisation de I’image sur la
rétine. 1l intervient pour environ 1/3 dans la convergence des rayons lumineux, 1’essentiel de

la convergence étant assuré par la cornée.

La zonule est constituée de fibres zonulaires s’étendant depuis la couronne
équatoriale de la capsule cristallinienne a la lame basale des proces et vallées ciliaires et

jusqu’a I’orbicule ciliaire.

2. Physiologie rétinienne

a. Les photorécepteurs
e Ultrastructure

Les photorécepteurs possédent une origine et une structure différentes de celles
habituellement rencontrées dans les autres récepteurs sensoriels. 1l s’agit de neurones du
systéme nerveux central différenciés en cellules sensorielles bipolaires (alors que pour les

autres récepteurs sensoriels ce sont des cellules sensorielles épithéliales).[16]

Les photorécepteurs sont de forme allongée et contiennent deux parties
distinctes reliées par un cil connecteur: I’article externe qui est le pdle récepteur
photosensible et I’article interne correspondant a la partie métabolique du photorécepteur
(figure 3).

L’article externe est formé d’un empilement d’environ 2000 disques paralléles entre

eux et perpendiculaires au grand axe du photorécepteur. Ces disques contiennent des

photopigments, le principal étant la rhodopsine, qui vont absorber les radiations lumineuses

27



suivant leur longueur d’onde, entrainant une modification chimique de la molécule

absorbante.

Le segment interne contient, de I’extérieur vers I’intérieur du globe : les organites
cellulaires (mitochondries, appareil de Golgi), le réticulum endoplasmique, le noyau. La

terminaison synaptique terminale est située au contact des cellules bipolaires.
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Figure 3 : Structure d’un photorécepteur en batonnet (d’aprés [23])
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e Batonnets et cones

Il existe deux types de photorécepteurs qui différent par leur morphologie et leur
gamme de sensibilité lumineuse : les batonnets et les cones. 1l n’existe qu’un seul type de
batonnets et trois types de cones selon la gamme de longueur d’onde qu’ils absorbent (bleu,

vert ou jaune-orangé). [6]

Les batonnets sont sensibles aux basses luminances et les cbnes aux hautes
luminances. Ainsi, face a une intensité¢ lumineuse importante 1’activité des cones sera plus

importante que celle des batonnets.

Chez le chien, la rétine est adaptée a la vie nocturne, donc tres riche en batonnets (18
batonnets pour 1 cone) [63]. Seule I’aire centrale ou area centralis (équivalent de la macula

chez I’homme) est plus riche en cones (figure 4).
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Figure 4 : Organisation trineuronale de la rétine (d’apres [23])

b. Développement et évolution de la rétine neurosensorielle

A la naissance, le développement de la rétine neurosensorielle du chien n’est pas
acheveé. Dés la mise-bas, la maturation des protéines fonctionnelles de la rétine commence et
elle s’achévera avec 1’obtention de la structure définitive des photorécepteurs rétiniens, entre
la sixieme et la septiéme semaine de vie.
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Les étapes de la maturation de la rétine lors du développement prénatal sont :
1. Une phase de prolifération pendant laquelle se déroulent de nombreuses mitoses des
cellules neuroblastiques ;

2. Une phase de migration des cellules pour former les différentes couches de la rétine ;
3. Une phase d’agrégation durant laquelle les cellules se regroupent et se reconnaissent ;

4. Une phase de différenciation des cellules aboutissant a la formation des deux types
cellulaires de la rétine optique : les photorécepteurs et les cellules interneuronales ;

5. Une phase de synaptogénese avec établissement de contacts préférentiels entre

cellules ;

6. Une phase de mort cellulaire avec disparition de nombreuses cellules n’ayant pas

acquis leur « droit de survie » lors de la phase de synaptogénese.

Lors de la différenciation des photorécepteurs, le phénomene de ciliogénése aboutit a
la formation de I’article externe. Le cytoplasme s’invagine autour de microtubules et va
progresser en direction de 1’épithélium pigmentaire. Puis a son extrémité, il se produit un
gonflement de la membrane plasmique avec apparition de vésicules qui vont s’étendre vers

I’extrémité du cil et former ainsi les disques du segment externe [16].

Les photorécepteurs vont ensuite subir un renouvellement permanent: il y a en
permanence des mécanismes de synthése proximale et d’élimination distale des disques
phagocytés par 1’épithélium pigmentaire, permettant a I’article externe de conserver une

longueur constante [63]

La phagocytose des disques par 1’épithélium pigmentaire suit un rythme circadien :
elle aura lieu préférentiellement lors des phases d’éclairement lorsque le rythme de vie du

chien suit le cycle nycthémeéral [23]
S’il se produit une interruption du processus de maturation des photorécepteurs au

cours des premiéres semaines de vie ou un dysfonctionnement du mécanisme de phagocytose,

durant la vie du chien, les répercussions sur le fonctionnement rétinien seront importantes.
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c. Latransduction visuelle

La transduction visuelle (figure 5) correspond a I’ensemble des réactions permettant
I’absorption de I’énergie lumineuse, sa conversion et son amplification en un signal
électrophysiologique transmis au nerf optique. Elle se déroule en deux étapes : une étape

photochimique et une étape électrophysiologique.

e Etape photochimique

La traduction de I’énergie lumineuse en énergie €lectrique est surtout connue pour
les batonnets. Cette étape fait intervenir des récepteurs protéiques, notamment la rhodopsine
synthétisée au niveau du réticulum endoplasmique de I’article interne et située dans la paroi

des disques des batonnets.

La rhodopsine est constituée d’une glycoprotéine : 1’opsine et d’un groupement
chromophore dérivé de la vitamine A, le 11-cis rétinal, reliés par une base de Schiff. Elle est
formée a partir du réticulum endoplasmique de I’article interne et se situe dans la paroi des

disques des batonnets.

Le 11-cis rétinal permet I’absorption de tous les photons. L’opsine différe suivant le
type de coOnes, on peut avoir une opsine absorbant principalement les radiations lumineuses

bleues, vertes ou jaune-orangées. [6]

Lors de I’absorption d’un photon, il se produit une hydrolyse de la rhodopsine par
photoisomérisation : le 11-cis rétinal subit une rotation autour des C12 et C13 et s’isomérise
en tout trans-rétinol qui se sépare de ’opsine permettant 1’activation de la rhodopsine
(rhodopsine activée ou Rh*). La Rh* agit sur une enzyme : la phosphodiestérase (PDE) par

I’intermédiaire d’une protéine de la classe des protéines G : la transducine. ([6][21])

e Etape électrophysiologique ([6][16][64])

L’étape électrophysiologique consiste en des modifications membranaires. A
I’obscurité, la guanosine triphosphate (GTP) est transformée par la guanylate cyclase en
guanosine monophosphate cyclique (GMPc). Le GMPc va provoquer I’ouverture des canaux
sodiques et calciques de la membrane cytoplasmique du batonnet : il se produit ainsi un

déplacement continu d’ions depuis I’article interne vers I’espace extracellulaire et de 1’espace
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extracellulaire vers [D’article externe entrainant une dépolarisation de la membrane

cytoplasmique.

A la lumiére, I’arrivée du photon sur le batonnet active la rhodopsine qui, via la
transducine, active la PDE (PDE.T*). PDE.T* transforme le GMPc en GMP inactif. La baisse
de la concentration en GMPc entraine la fermeture des canaux sodiques et calciques
membranaires et engendre une hyperpolarisation de la membrane cytoplasmique qui va se
transmettre de proche en proche tout le long de la paroi cellulaire jusqu’a la jonction
synaptique. Au niveau de la jonction synaptique, I’hyperpolarisation membranaire entraine
une diminution de la quantité de neuromédiateurs libérés ce qui va affecter 1’état de
dépolarisation des neurones rétiniens en contact de ces terminaisons synaptiques
photoréceptrices (les cellules bipolaires et les cellules de Miller). Il se produit une
amplification du phénomeéne, car 1 molécule de Rh* peut activer 500 molécules de
transducine, puis chaque molécule de PDE.T* peut a son tour hydrolyser 2000 molécules de

GMPc en GMP inactif en une seconde.
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Figure 5 : La transduction visuelle (d’apres [23])
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e Meécanismes de régulation [21]

La fermeture des canaux calciques a la lumiére entraine par rétro-action une baisse
de I’activité de la PDE et une augmentation de celle de la guanylate cyclase permettant la
formation de GMPc a partir du GTP.

La phosphodiestérase (PDE) se compose de trois sous-unités : a, B et v ; lorsque ces

trois sous-unités sont réunies, la PDE est inactivée.

La transducine est elle aussi composée de trois sous-unités a, et v ; a la lumiere il

se produit une liaison Transducine y —Rh*.

La transducine liée a un GTP va libérer la sous unité y de la phosphodiestérase

permettant 1’activation de cette dernicre.

Deux phénomeénes interviennent dans 1’auto-régulation :
- La liaison de I’antigéne S (Ag S, protéine membranaire de I’article externe) a la

transducine y et la phosphorylation de la Rhodopsine ;

- L’auto-inactivation de la Transducine o par hydrolyse du GTP en diphosphate de
guanosine (GDP) avec un réle important du calcium dans ce phénomene.

L’espace entre 1’épithélium pigmentaire et les photorécepteurs intervient par sa
composition : protéines (dont la protéine de liaison intra rétinienne ou « Intra-Retinoid-
Binding Protein » IRBP), d’hydrates de carbone et d’acides gras permettant une diffusion
intercellulaire de 1’épithélium pigmentaire a I’article externe, réserve de rétinol (11-cis-rétinal
a I’obscurité et tout-trans-rétinal a la lumiere) et réserve d’acide gras liée a I’'IRBP dans les

membranes cellulaires des photorécepteurs et de 1’épithélium pigmentaire.

3. Meéthodes de dépistage des maladies héréditaires oculaires canines (MHOC)

Les MHOC affectant les couches externes de la rétine ont pour origine 1’atteinte
d’une structure ou ’activation d’une molécule impliquée dans la chaine de transduction. Le
dépistage clinique des MHOC, quelle que soit la lésion recherchée, se fonde sur un examen
complet de I’eeil. L’examen clinique oculaire se déroule en deux étapes, avant et aprés

dilatation de la pupille, et permet d’observer en détail I’ensemble des structures oculaires. Il
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débute par le recueil des commémoratifs, puis est suivi d’un examen ophtalmologique et

d’éventuels examens complémentaires.

a. Recueil des commémoratifs

Lors du recueil des commémoratifs il faut tenir compte :
- de la race : certaines maladies oculaires héréditaires ont une prédisposition raciale connue ;
- de I’age : certaines maladies peuvent étre dépistées chez le jeune (dysplasie rétinienne) alors
que d’autres le sont préférentiellement chez le chien adulte ou &gé (atrophie rétinienne) ;
- du sexe : méme si contrairement a d’autres domaines de la pathologie, il y a moins de
maladies liées au sexe en ophtalmologie [108] ;
- de I’état de santé général : certaines affections oculaires peuvent étre une manifestation

d’une maladie générale génétique (maladies neuronales de surcharge par exemple).

b. Examen ophtalmologique [29][32]

> Examen de la vision

Afin d'estimer la vision d'un chien, plusieurs tests rapides peuvent étre effectués :

- Clignement a la menace : Ce test permet a la fois d'évaluer les voies et centres de la

vision ;

- Réflexe de fermeture des paupiéres a I'éblouissement : Lors de ce test, on éclaire les yeux
I'un aprés l'autre a l'aide d'une lumiére vive. L'animal doit normalement fermer les
paupiéres et peut parfois présenter un mouvement de recul : les nerfs optique et facial sont

mis en jeu sans intervention du cortex cerébral ;

- Suivi du regard : Pour réaliser ce test, on utilise une boule de coton (inodore, absence de
bruit lors de sa chute au sol). En pratique, on attire l'attention du chien et on lui fait suivre
du regard une boule de coton que I'on déplace lentement avant de la laisser tomber au sol.

Normalement I'animal doit suivre la boule de coton lors de sa chute ;

- Parcours d'obstacles : On place I'animal a I'extrémité d'une piece, son propriétaire dans le

coin oppose et, entre les deux, on place différents obstacles. Ce test permet d'évaluer la
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vision de I'animal en observant comment il va les éviter pour aller rejoindre son

propriétaire. Le test doit étre réalisé en ambiance éclairée et assombrie ;

- Réflexes photomoteurs : On dirige vers 1’ceil un rayon lumineux puissant et focalis¢, qui
doit entrainer une contraction de la pupille éclairée (réflexe direct) et une contraction plus
lente de la pupille de I'ceil controlatéral (réflexe indirect). Ce test permet d'évaluer les
nerfs optiques et les fibres parasympathiques sur le trajet du nerf oculomoteur commun.
[108]

» Examen détaillé du segment antérieur
Les techniques mises en ceuvre sont :

- La biomicroscopie : L'utilisation de I’éclairage en fente (lampe a fente) permet de réaliser
des coupes optiques des structures transparentes et permet ainsi un examen précis du
segment antérieur ainsi que de la partie antérieure du vitré. On utilise une fente large pour

les zones peu transparentes et une fente étroite sur les parties transparentes ;

- La gonioscopie : Cet examen permet I'observation du ligament pectiné a 1’aide d’un

systeme éclairant-grossissant et d'une lentille placée sur la cornée.

» Examen du segment postérieur

L'observation du fond d'eeil et du vitré se déroule apres dilatation pharmacologique
de la pupille (instillation de quelques gouttes de collyre tropicamide a 0,5% (Mydriaticum ®)
quinze minutes avant I’observation du fond d’ceil) et par la mise en ceuvre des techniques

suivantes :

- ophtalmoscopie directe : L’ophtalmoscopie directe est trés peu utilisée lors du dépistage
des MHOC. On obtient une image a I'endroit, grossie mais de faible surface (quelques

diametres papillaires) du fond d’ceil;
- ophtalmoscopie indirecte : L’ophtalmoscope indirect se compose d'un casque muni de

deux oculaires et d'une source lumineuse. L'observateur interpose une lentille plan-

convexe entre lui et I’ceil examiné (puissances couramment utilisées: 30 et 20
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dioptries) afin d'obtenir une image renversée moins agrandie mais compléte du fond
d’ceil.

» Aspect du fond d'eeil (figure 6)

Les éléments constitutifs du fond d’ceil sont :

La zone du tapis : elle varie, avec la taille et la robe du chien, en taille, couleur, et aspect.
Elle occupe la partie dorsale du fond d’ceil, est bleutée chez le chiot, puis verte ou jaune a

orangée chez 1’adulte ;

La zone sans tapis : elle occupe la partie ventrale et périphérique du fond d'eeil. La zone
sans tapis présente une couleur allant du fauve au noir, du fait de la présence de mélanine
dans I'épithélium pigmentaire de la rétine. Cet aspect varie suivant les races : la
pigmentation est réduite ou absente chez les chiens a iris bleu, les chiens a iris clair ont

une zone sans tapis de couleur fauve ;

La papille : elle se situe généralement & la limite entre la zone du tapis et la zone sans
tapis mais peut se trouver entierement dans l'une ou l'autre de ces zones. Elle est de forme
ronde a triangulaire bordée ou non par une marge pigmentée. Elle est en général de
couleur blanc nacré plus ou moins rosée, et comporte une zone centrale grisatre

ponctiforme en légére dépression : tache de Bergmeister ;

La vascularisation rétinienne superficielle : La vascularisation rétinienne se compose de
trois veines principales aboutissant au cercle veineux intrapapillaire de Zinn complet ou
non : une veine dorsale, une veine nasale et une veine temporale. Ces veines sont
dichotomiseées et de sinuosité variable selon les races. Les artéres sont plus nombreuses,

rectilignes et plus gréles. Le chien ne possede pas d'artere centrale de la rétine.
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Figure 6 : Rétinographie : Fond d’ceil normal d’un Bouvier Bernois (image fourni par le Dr
Chaudieu)

C. Examens complémentaires :
e appréciation quantitative de la sécrétion de larmes

La mesure de la sécrétion lacrymale peut se faire a I'aide du test de Schirmer (valeurs
normales comprises entre 15 et 20 mm/min chez le chien) ou du test du fil imbibé de rouge

phénol (valeurs normales comprises entre 20 et 45 mm/s chez le chien) ;
e échographie oculaire

L'échographie en mode B permet d'explorer les structures postérieures en cas

d'opacités cornéenne ou cristallinienne.
e angiographie fluorescéine du fond d'ceil

Cet examen se déroule apres dilatation pupillaire pharmacologique et consiste en la
prise de clichés du fond d'eeil aprés injection intraveineuse de fluorescéinate de sodium a
10%. Il permet une observation dynamique de la vascularisation rétinienne et choroidienne

ainsi que le typage de lésions tissulaires rétiniennes et/ou choroidiennes [73] ;
e électrorétinographie (ERG)

Cet examen se déroule sous anesthésie générale aprés dilatation pupillaire
pharmacologique. C’est une technique d’enregistrement du potentiel d’action rétinien
déclenché par une variation de I’éclairement de la rétine sous I’influence d’une stimulation
lumineuse breve et intense. Chez le chien, on utilise une stimulation blanche achromatique
et une stimulation scotopique (bleue) apres adaptation a 1’obscurité qui permet de stimuler

les différents types de photorécepteurs et de mettre en évidence ’activité €lectrique globale
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de la rétine. L'ERG apporte des renseignements sur la physiologie rétinienne en permettant
de détecter une dysplasie ou dégénérescence des photorécepteurs avant l'apparition des
signes ophtalmoscopiques. [28]

d. Certificat de dépistage des maladies héréditaires oculaires canines

A la suite de cet examen officiel, le vétérinaire ophtalmologiste rédige un certificat de
dépistage des maladies héréditaires oculaires canines comportant des informations relatives au
chien (nom, race, sexe, date de naissance, identification, numéro d’inscription au Livre des
Origines Francais LOF), les coordonnées du propriétaire, les techniques d’examen et les
conclusions de I’examen concernant les différentes maladies recherchées. En France, depuis
2007, une forme informatisée de ce certificat a été mis en place pour toutes les races afin
d’homogénéiser et de faciliter la lecture des résultats. Ce certificat est imprimé en trois
exemplaires : un pour le propriétaire du chien, un exemplaire a 1’attention du club de race qui
devra étre envoyé par les soins du propriétaire et le dernier conservé en archives par le
vétérinaire. Un  certificat européen ECVO (European College of Veterinary
Ophthalmologists), accepté dans tous les pays d’Europe, peut étre établi par les dipléomés ou
« panellists » ECVO.

Chez le Border Collie, les maladies recherchées sont : la prédisposition au glaucome
primaire par gonioscopie, la luxation primaire du cristallin, ’AOC (anomalie de 1’ceil du
colley) et surtout I’APR (atrophie progressive de la rétine), dont une forme spécifique a la

race est recherchée.

L’association francaise du Border Collie (AFBC) demande, pour toute participation
au circuit de qualification pour la coupe de France, classe 2 ou 3, et pour toute demande de
cotation a un niveau 3,4 ou 6, de présenter un certificat de dépistage des MHOC datant de
moins de 2 ans et réalisé aprés 1’age de deux ans. Cette demande de la part du club de race
vise a obliger les propriétaires a faire examiner leurs chiens et surtout a pouvoir retirer de la

reproduction, les animaux atteints [123].
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B . Le Border Collie
1. Présentation de la race
Le Border Collie est un chien de berger d'origine britannique qui doit sa réputation a
ses aptitudes au travail (prés de 98% des bergers anglais l'utilisent) [31]. Il fait partie du
groupe 1 de la classification de la Fédération Cynophile Internationale.
Bien que le nom officiel de Border Collie n'ait été fixé qu'en 1915 par I'International
Sheepdog Society, on considere que cette race a été fixée en 1893, grace a un étalon, "Old

Hemp", qui aurait produit plus de deux cents chiots [39].

En France, I'apparition du Border Collie date de la fin des années soixante et depuis

la race n'a cessé de progresser dans le pays (1133 naissances en 1999, 1949 en 2011) [95].

a. Standard de la race

Un Border Collie est représenté sur la figure 7 et le standard de la race, tel qu’il a été

déposé en 1976 a la FCI [126] par le Kennel Club, sur la figure 8.

Figure 7 : Un Border Collie
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Standard F.C.I. N°297 / 24.08.1988 / F
(Traduction : Pr . R. Triquet.)

ORIGINE : Grande Bretagne

CLASSIFICATIONF.C.1.:

Groupe 1 Chiens de berger et de bouvier (sauf chiens de bouvier suisses).

Section 1 Chiens de berger. Avec épreuve de travail.

ASPECT GENERAL : Chien bien proportionné ; la noblesse, 1’¢légance et 1’équilibre parfait

de la silhouette harmonieuse se combinent avec une substance suffisante pour donner une
impression d’endurance. Tout manque d’harmonie comme tout manque de substance est a

éviter.

CARACTERISTIQUES : Chien de berger tenace, travailleur et trés docile.

TEMPERAMENT : Ardent, vigilant, réceptif et intelligent. Ni craintif, ni agressif.

TETE ET CRANE : Crane passablement large. L’occiput n’est pas prononcé. Les joues ne

sont pas pleines, ni arrondies. Le museau qui va en s’amenuisant vers l’extrémité est
modérément court et fort ; le crane et le museau sont approximativement de la méme
longueur. Le stop est bien marqué. La truffe est noire sauf chez les sujets a robe marron
(chocolat) ou elle peut étre brune. Quand la robe est bleue, la truffe doit étre de couleur

ardoise. Les narines sont bien développées.

YEUX : Les yeux sont bien écartés, de forme ovale, de grandeur moyenne, de couleur brune
sauf chez les chiens merle ou I’on admet qu’un ceil ou les deux yeux soient bleus, en partie ou

en totalité. L expression est douce, vive, éveillée et intelligente.

OREILLES : Les oreilles sont de taille et texture moyennes, bien écartées, portées droites ou

semi-dressées et attentives au moindre bruit.

MACHOIRE : Les dents et les machoires sont fortes et présentent un articulé en ciseaux
parfait, régulier et complet, c’est-a dire que les incisives supérieures recouvrent les inférieures

dans un contact étroit et sont implantées bien d’équerre par rapport aux machoires.

COU : L’encolure est de bonne longueur, forte et musclée, 1égérement rouée ; elle va en

s’¢élargissant vers les épaules.
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AVANT-MAIN : Vus de face, les membres antérieurs sont paralléles. Vus de profil, les
canons métacarpiens sont légérement obliques. L’ossature est forte mais sans lourdeur. Les
épaules sont bien inclinées ; les coudes sont contre le corps.

CORPS : D’apparence athlétique. Les cotes sont bien cintrées ; la poitrine est bien descendue
et assez large. Le rein est bien descendu et musclé. L’abdomen n’est pas remonté au niveau
du flanc. La longueur du corps est légerement supérieure a la hauteur au garrot.

ARRIERE-MAIN : L’arriére-main est large et musclée ; son profil descend gracieusement
vers ’attache de la queue. Les cuisses sont longues, larges et musclées ; les grassets sont bien
angulés; les jarrets sont forts et bien descendus. Du jarret au pied, les postérieurs doivent
avoir une bonne ossature et, vus de derriére, ils sont paralleles.

PIEDS : De forme ovale. Les coussinets sont épais, forts et sains. Les doigts sont cambrés et
serrés. Les angles sont courts et forts.

QUEUE : Modeérément longue, la derniere vertébre atteignant au moins le jarret ; attachée
bas, bien garnie de poils, elle se termine par une courbe vers le haut, parachevant la grace de
la silhouette et I’harmonie du chien. La queue peut se relever quand le chien est en action
mais n’est jamais portée sur le dos.

ALLURE : L’allure est dégagée, régulicre et facile, les pieds se levant au minimum. Elle
donne I'impression que le chien est capable de se mouvoir a pas furtifs et trés rapidement.

POIL : Deux variétés : modérément long et court. Dans les deux variétés, le poil de
couverture est dense, de texture moyenne et le sous-poil est doux et serré, formant une bonne
protection contre les intempéries. Dans la variété a poil modérément long, les poils abondants
forment une criniere, des culottes et une queue de renard (brosse). Le poil doit étre court et
lisse sur la face, aux oreilles, sur les membres antérieurs (excepté pour les franges), sur les
membres postérieurs, des jarrets aux pieds.

COULEUR : Toutes couleurs sont admises. Le blanc ne doit jamais dominer.
TAILLE : Taille idéale : Males : 53 cm, Femelles : un peu moins.

DEFAUTS : Tout écart par rapport a ce qui précéde doit étre considéré comme un défaut qui
sera pénalisé en fonction de sa gravité.

N.B. : les males doivent avoir deux testicules d’apparence normale complétement descendus

dans le scrotum.

Figure 8 : Standard du Border Collie (d’aprés [137])
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En résumé, le Border Collie est principalement de couleur noire avec le collier, la
liste et I’extrémité des pattes blanches, mais toutes les couleurs restent admises. La longueur

du poil peut variée du court au mi-long.

L’association frangaise du Border Collie précise sur son site internet [123] que la
principale caractéristique du Border Collie est son aptitude particuliére en présence d’un
troupeau, son standard doit donc étre interprété assez souplement notamment concernant sa

taille et ses couleurs.

Le Border Collie est la seule race en France dont la confirmation ne se fait pas sur
des criteres morphologiques de conformation au standard mais via un TAN (Test d'Aptitude

Naturelle) visant a mettre en évidence les aptitudes du chien a guider un troupeau.

b. Le Border Collie, un chien de troupeau

Ce qui fait du Border Collie un chien de troupeau d’exception est son instinct de
soumission tres puissant lui permettant de développer une volonté de plaire a son maitre, le
rendant facile a éduquer ; et son instinct de chasseur (« instinct de berger ») qui lui confére un
besoin de travailler presque inépuisable. Cet instinct de berger se retrouve des le plus jeune
age et il n’est pas rare de voir des chiots Border Collie regrouper les animaux de la basse cour
ou encercler des moutons [70]. Le Border Collie posséde un style particulier face a un

troupeau qui se compose :

- de D’ceil : regard fixe permettant au chien d’établir la connexion avec le troupeau. Ce
phénomeéne serait, selon Legatte [71], proche d’un comportement de peur modérée durant

lequel la proie manifeste une curiosité fascinée pour son prédateur.
- de la puissance : possibilité pour le chien de provoquer le mouvement des animaux,
de les faire avancer devant lui. La distance minimum nécessaire entre le chien et les animaux

pour les faire réagir augmente proportionnellement a sa puissance.

- de la possession : prise de contrble du troupeau par le chien ; la possession est une

résultante de I’ceil et de la puissance [31].
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c. Sélection

La sélection du Border Collie s’effectuait au XVIII° siécle selon trois critéres [95]:

- Sa capacité a déeplacer les moutons dans le calme et sans heurt
- Sa capacité a s’imposer face aux moutons
- Sasouplesse de caractere permettant un bon dressage.

Selon Pascal Cacheux [19], un chien qui travaille se compose d’une moitié
d’aptitudes naturelles et d’une moitié de dressage. Les aptitudes naturelles se définissent
comme un intérét fort, solidement ancré pour les animaux et leurs mouvements, une
soumission et une acceptation naturelle a la hiérarchie et un caractére sans exces vis-a-vis des
hommes et des animaux. Le dressage doit permettre d’utiliser au mieux tous les
comportements et d’exprimer des aptitudes a priori inutilisables en son absence. Pour
résumer, la qualit¢ du dressage doit faciliter 1’expression des aptitudes naturelles et

inversement.

L’examen de confirmation au troupeau permet d’évaluer les aptitudes du chien au
troupeau et notamment son ceil et sa puissance. Un exemplaire du document de confirmation

est disponible en Annexe 1.

Les concours sur ovins, tels qu’organisés par I’AFBC, semblent un moyen de
sélection pertinent bien que perfectibles du fait d’une héritabilité faible des caractéres
correspondant a la conduite de troupeau et de facteurs environnementaux (présélection par des

dresseurs, conducteurs de haut niveau) [59]

Afin de faciliter la sélection des meilleurs reproducteurs, I’AFBC a mis en place une
grille de sélection fondée a la fois sur les aptitudes au troupeau du chien et sur le statut du
chien concernant I’Atrophie Progressive de la Rétine et 1’Anomalie de 1’(Eil du Colley. Un
exemple de cette grille de sélection adoptée par la commission d’élevage de la SCC (Société

Centrale Canine) se trouve en figure 9.
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1 point/ 6 2 points/ 6 3 points/ 6 4 points / 6 5 points/ 6 6 points/ 6

CONFIRME | Chien confirmé Chien confirmé Chien confirmé |Chien coté 1 point ayant| Chien coté 4 points

produit en ayant produit en
+ + + 1% génération au 1% génération au
minimum : minimum :
Travaillant en Exempt dAPR et | Exempt d'APR et
exploitation d'’AOC d'ACC Pour un male : 4 sujets Pour un male : 4 sujets

cotés au moins 2 points [cotés au moins 2 points
Ou + + avec au moins 2 avec au moins 2

femelles différentes. femelles différentes.
Ayant participé a Travaillant en Radio des hanches

un concours exploitation notées A, B ou C Pour une femelle : 4  Pour une femelle : 4
classe Il d'un sujets cotés au moins 2 sujets cotés au moins 2
spécial Border Ou * points, en au moins 2 points, en au moins 2
Collie o portees différentes. portées différentes.
Ayant participé & un |Ayant participé au
ou concours classe Il | moins 3 fois avec

spécial Border Collie | au moins 75 %

inter-races des points a des
ou concours classe 111
ou spécial Border
inter-races Collie
sur bovins
ou ou
sur bovins inter-races
ou
sur bovins

Figure 9 : Grille de sélection du Border Collie (d’apres [123])

2. Les principales maladies oculaires héréditaires du Border Collie

Un certain nombre de maladies oculaires sont répertoriés chez le Border Collie, nous
pouvons séparer celles affectant la rétine et celles touchant d’autres structures que la rétine.
Le mode de transmission de certaines d’entres elles, est connu chez le Border Collie. Lorsque

cela n’est pas le cas nous présenterons les modes de transmission connus dans d’autres races.
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a. Maladies autres que celles affectant la rétine

e Entropion [101]

L’entropion est un enroulement vers 1’intérieur du bord libre de la paupiére. 1l peut
atteindre la paupiere inférieure et/ou supérieure. Chez le Border Collie, les cas observés sont
rares, atteignant des chiots d’au moins 10 semaines et affectant la partie latérale de la paupiére

inférieure (entropion spastique) [26] .

A T’heure actuelle, aucun géne responsable de 1’apparition d’entropion chez le chien
n’a été mis en évidence, mais selon certains auteurs ([21]), dans certaines races prédisposées,
la transmission se ferait selon un mode autosomique dominant avec pénétrance compléte ou

incompléte, voire polygénique.

o Kératite superficielle périphérique/épisclérite

Il s’agit d’une inflammation de 1’épisclére et de la cornée qui s’accompagne d’un
edeéme cornéen localisé et de modifications de la cornée telle que la présence de vaisseaux
longs et flexueux, d’infiltration cellulaire et de pigments irrégulicrement déposé€s au niveau

des zones atteintes.

Chez le Border Collie, les chiens atteints ont entre 3 et 7 ans. On rencontre une forme
typique d’épisclérokératite dans cette race. Les Iésions inflammatoires, de type
kératoconjonctivite superficielle (KSC) du Berger allemand, sont bilatérales, assez rarement

symétriques et sont dominées par la composante vasculaire et granulomateuse [26].

e Luxation du cristallin

La luxation du cristallin correspond a un déplacement de ce dernier suite a la rupture
de son systeme de suspension (zonule de Zinn). Chez le Border Collie, la luxation du
cristallin survient entre 3 et 5 ans, d’abord de fagon unilatérale, puis parfois bilatérale. Une
étude menée par le Dr Gilles Chaudieu [24] révele que moins de 1% des Border Collie
observés, présentent des cristallins en place (luxables) a zonule dysplasique et/ou
dystrophique. Dans cette race, les cristallins a zonule anormale sont de forme globoide avec

un petit diamétre. Une dysplasie des corps ciliaires peut-étre associée chez des chiens a
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luxation précoce. La luxation du cristallin se transmet selon un mode autosomique récessif

dans la race.

Il a été montré dans prés de vingt races que la luxation du cristallin était due a une
mutation ancienne au sein du gene ADAMTS17 (A Disintegrin-Like And Metalloprotease
Reprolysin Type With Thrombospondin Type 1 Motif 17) situé sur le CFA3 (chromosome de
Canis Familiaris) et qu’elle se transmet selon un mode autosomique récessif. ([45][53][89]
[116]) Un test de dépistage génétique est mis a disposition des éleveurs pour le Bull Terrier
Miniature, le Jack Russel Terrier, le Terrier du Tibet, le Fox Terrier a poil dur et le Terrier de

chasse allemand [129].

e Persistance de la tunique vasculaire postérieure du cristallin et du vitré primaire

La persistance de la tunique vasculaire postérieure du cristallin correspond au
maintien de structures vasculaires embryonnaires qui auraient dd disparaitre au cours du
développement in utero. On retrouve surtout des formes mineures chez le Border Collie avec
une prévalence de 10% et une transmission qui se ferait selon un mode dominant a forte

pénétrance [28].

e Cataracte [7]

La cataracte correspond a une opacification partielle ou totale du cristallin suite a une
hydratation des fibres cristalliniennes avec formation d’agrégats protéiques de haut poids

moléculaires. Elle peut étre uni-ou bilatérale [52].

Chez le Border Collie, on rencontre des cataractes corticales postérieures pouvant
étre vacuolaires périphériques ou plus rarement sous-capsulaires polaires triangulaires [26],
chez des individus d’age compris entre 2,5 et 9 ans, avec un age d’apparition moyen de 6 ans.
Des formes avec opacités réfringentes ponctiformes ou allongées verticalement dans le noyau
cristallinien ont été observées chez des individus adultes d’au moins 3 ans. Une cataracte
corticale sous capsulaire antérieure est egalement décrite chez des chiens ages de 4 a 6ans

[103]. Cette affection reste rare en France et son mécanisme héréditaire est encore inconnu.

Une mutation (insertion d’une cystéine) du gene HSF4 (Heat Shock Transcription
Factor 4) situe sur le CFA5 est a I’origine de la cataracte héréditaire du Boston terrier (forme

juvénile), du Staffordshire Bull Terrier et du Berger australien, mais cette mutation n’est pas
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responsable de toutes les formes de cataractes rencontrées dans ces races [81][82]. La
transmission de la cataracte par des mutations du géne HSF4 se ferait selon un mode
autosomique récessif chez le Boston Terrier et le Staffordshire Bull Terrier et selon un mode
autosomique dominant avec pénétrance incompléte chez le Berger australien [82][83]. En
effet un Berger australien porteur d’un alléle muté aura 17 fois plus de chance de développer
une cataracte qu’un chien non porteur de I’alléle muté [84], mais pour autant, n’en

développera pas systématiquement.

b. Les affections héréditaires de la rétine décrites chez le Border Collie

Parmi les maladies héréditaires affectant la rétine, certaines sont congénitales
(colobome, dysplasie rétinienne), d'autres se manifestent au bout de quelques semaines d'age
car elles sont dues a une maturation incompléte des cellules de la neurorétine (dysplasie des
photorécepteurs) et enfin certaines ne se manifestent que tardivement dans la vie de lI'animal
car elles font suite a une dégénérescence programmée des cellules rétiniennes
(dégénérescence des photorécepteurs) [30]. Nous ne traiterons, dans cette partie, que des
affections de la rétine autres que I’atrophie progressive de la rétine, qui sera traitée dans le

paragraphe suivant.

e Lipofuscinose céroide

Cette maladie est due a des dép6ts de lipofuscine dans les neurones, les cellules
ganglionnaires et 1’épithélium pigmentaire de la rétine. Cliniqguement, on observera une
amaurose deés le jeune age associée a des signes nerveux centraux, due a une déficience en
peroxydase, apparaissant dés I'age de 1 an. Dans un premier temps, on pourra avoir une baisse
des facultés visuelles, puis apparition de symptoémes nerveux (dépression, ataxie, douleurs
musculaires, hypersensibilité des masséters, convulsions). En général, la mort de lI'animal

survient dans I'année suivant l'apparition des premiers signes.

Chez le Border Collie, la lipofuscinose céroide se manifeste sous forme d’une cécité
avec capacités des photorécepteurs préservées dans un premier temps. Les dépbts de
lipofuscine s’accumulent dans les cellules de I’épithélium pigmentaire formant des taches

brunatres sur le fond d’ceil [26][106].
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Chez le Border Collie, cette maladie se transmet selon un mode autosomique récessif
et est due & une mutation non sens au sein du gene CLN5 (Ceroid-Lipofuscinosis, Neuronal 5)
du CFA22 [85]. Un test génétique valable uniqguement pour le Border Collie est disponible
[130].

e Anomalie de I'ceil du Colley

L’anomalie de I’ceil du colley (AOC) est une affection complexe du fond d’ceil. Elle
correspond a une anomalie de développement des structures mésodermiques, vasculaires et

fibreuses des parties postérieures du globe oculaire [88][98][103].

La gravité des lésions observées est classée en quatre grades qui sont par ordre de

gravité croissante [26] :

- Grade 1: Hypoplasie et/ou dysplasie choroidienne: il s’agit d’une zone
hypopigmentée temporale par rapport a la papille dans laquelle les vaisseaux
choroidiens sont en nombre réduit et présentent des anomalies de direction et de
calibre. L’atteinte est bilatérale et souvent symétrique ;

- Grade 2: Hypoplasie choroidienne et colobome du nerf optique : le colobome
correspond a un déficit tissulaire di a 1’absence ou a une insuffisance de
fermeture de la fissure optique feetale [28] ;

- Grade 3 : Grade 2 et présence d’un décollement de la rétine ;

- Grade 4 : Grade 3 et présence d’hémorragies intra-oculaires.

En France, I’AOC reste rare chez le Border Collie [26] alors que sa prévalence est de
6% au Royaume-Uni [116]. La dysplasie/hypoplasie choroidienne se transmet selon un mode
autosomique récessif affectant de nombreuses races : Colley, Berger des Shetland, Border
Collie, Berger Australien, etc [23]. Elle est due a une délétion de 7,8 kb (kilobase) au sein du
gene NHEJ1 (Nonhomologous End-Joining Factor 1) situé sur le CFA 37 [20][92]. Un test
géneétique est disponible pour le Border Collie, le Colley, le Berger des Shetland et le Berger
Australien [129].
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e Dysplasie rétinienne

Un défaut de différenciation des couches de la rétine est a I’origine de la dysplasie
rétinienne. Lors de I’examen du fond d’ceil, on pourra observer le plus souvent des plis
linéaires ou vermiformes (grisatres bordés d’une zone hyperréfléchissante dans la zone du
tapis), et moins fréquemment des stries grisatres dans la zone sans tapis, ou un décollement
rétinien [25].

Chez le Border Collie, on rencontre des formes mineures avec des plis disparaissant

avec la croissance, des formes majeures avec décollement de la rétine [99].
Cette maladie est transmise selon un mode autosomique récessif dans la majorité des

races ou elle est connue (Akita Inu, Beagle, Bedlington Terrier, Berger Allemand, Colley,
Samoyede,....) [25].

C. L’atrophie progressive de la rétine chez le chien
1. Généralités

Le terme atrophie progressive de la rétine (APR ou PRA : Progressive Retinal
Atrophy) regroupe des affections des couches externes de la rétine (photorécepteurs et
épithélium pigmentaire), progressives et héréditaires. Ces affections sont généralement
bilatérales et entrainent une perte de vision pouvant aller jusqu’a la cécité [22][23].

Plus d’une centaine de races sont touchées par I’atrophie progressive de la rétine. En
1989, Rubin en avait décomptées 91 [99].

2. Classification

On trouve deux grands types de dégénérescence rétinienne héréditaire regroupés sous
le terme d’APR :
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- L’APR centrale (ou CPRA : Central Progressive Retinal Atrophy) correspond a
une dégénérescence de la neurorétine secondaire a une dystrophie de 1’épithélium
pigmentaire, principalement dans 1’aera centralis. Les chiens atteints semblent avoir une
déficience de la vision de prés sur des objets fixes et conservent assez tardivement une
bonne vision périphérique. La vision semble meilleure en faible luminance. Les premiers
signes fonctionnels apparaissent entre 18 mois et 5 ans. Les lésions sont bilatérales et de
symétrie variable [26].

- L’APR généralisée regroupe les dégénérescences pour lesquelles les
photorécepteurs sont primitivement atteints : dysplasies et dégénérescences précoces ou
non des photorécepteurs. Ces affections se caractérisent par une baisse de la vision
crépusculaire progressive jusqu’a une cécité totale. Lors de dysplasie ou de formes
précoces de dégénérescence des photorécepteurs, la cécité est compléte entre 1 et 5 ans,
alors que pour une dégénérescence des photorécepteurs la cécité de nuit s’installe entre 1
et 5 ans et devient compléte a partir de I’age de 3 ans jusqu’a plus de 5 ans d’age. Les

Iésions sont bilatérales, non inflammatoires et le plus souvent symétriques [26].

3. Historique

L’atrophie progressive de la rétine a été décrite pour la premicre fois chez le chien en
1911 par Magnusson dans un effectif de Setter Gordon en Suéde [78]. Elle a ensuite été
décrite chez le Setter Irlandais entre 1939 et 1955 au Royaume Uni [58], puis chez le Caniche
au Royaume Uni de 1962 a 1965 [8][9][10][12].

Les termes de dégénérescence, dysplasie et dystrophie des photorécepteurs et de
I’épithélium pigmentaire, ont été introduit suite & une étude menée par Aguirre en 1976 [2]

sur les affections des cones et des batonnets dans différentes formes d’ APR.

L’atrophie centrale de la rétine a été décrite pour la premiére fois en 1954 [93]. Les
études suivantes ont surtout porté sur le Berger de Brie [15], le Retriever du Labrador [13] et
le Border Collie [14].

Depuis, I’atrophie progressive de la rétine a été décrite dans de nombreuses races et
fait I’objet de nombreuses études génétiques pour en comprendre 1’origine et identifier de

nouveaux géenes impliqués dans ce groupe de rétinopathies.
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4. Description des différents types d’APR

a. L’atrophie centrale de la rétine ou dystrophie de 1’épithélium pigmentaire

La dystrophie de I’épithélium pigmentaire rétinien, ou atrophie centrale de la rétine,
est due a un défaut de métabolisme de 1’épithélium pigmentaire, entrainant une altération
morphologique et fonctionnelle de cet épithélium chez des chiens adultes. Lors de 1’examen
du fond d’ceil, on observe la présence de mouchetures brunatres plus ou moins nombreuses
tout d’abord en tapis temporal, qui envahissent ensuite rapidement 1’aera centralis. Pour les
stades avanceés, on observe une diminution du calibre des vaisseaux, un aspect grisé de la

papille ainsi qu'un aspect hyperréfléchissant du tapis.

Chez le Retriever du labrador, la dystrophie de I’épithélium pigmentaire se

transmettrait selon un mode autosomique dominant a pénétrance incomplete [13].

En France, cette affection n’a encore jamais été mise en évidence chez le Border
Collie, mais son incidence atteignait les 12% au Royaume-Uni en 1965, avant que des
mesures de dépistage et d’éradication aient permis de baisser cette incidence a 2% [11]. La
transmission se ferait selon un mode autosomique dominant ou polygénique [93][132]. Les
conditions du milieu, notamment une carence en vitamine E, sont prépondérant dans

’apparition de la dystrophie de 1’épithélium pigmentaire [96].

b. L’Atrophie Progressive de la Rétine sensus stricto (Tableau I)

On retrouve sous le qualificatif d’Atrophie Progressive de la Rétine (APR) les

différentes formes suivantes :

e Cécité de nuit (Congenital stationary night blindness : csnb)

11 s’agit d’une atteinte des photorécepteurs entrainant une cecité en basse luminance

ou de nuit mais sans gene en haute luminescence

Chez le Berger de Brie et le Beagle, cette maladie se transmet selon un mode

autosomique recessif et est due a une delétion de 4 pb (paire de base) au sein du géne RPE65
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(Retinal pigment epithelium-specific 65) situé sur le CFA6 [4][15][109]. Un test génétique est
disponible pour le Briard et le Beagle [131].

e Dégenérescence réetinienne précoce (early retinal degeneration : erd)

Lors de dégénérescence rétinienne précoce, les signes cliniques sont les mémes que
lors d’atrophie de la rétine, mais sont visibles des le plus jeune &ge et ce, malgré un

développement normal des photorécepteurs [25].

Une mutation au niveau du géne STK38LI (Serine/Threonine Kinase 38) situé sur le

CFA27 est a I’origine de la dégénérescence rétinienne précoce chez le chien d’élan norvégien

[50].

e Dysplasie des batonnets et des cénes (rod-cone dysplasia : rcd)

Le développement post-natal de la rétine est incomplet ou anormal ce qui va
entrainer des troubles de la vision précoces des I'dge de 6 mois. Cette affection est progressive
et débute par une atteinte des photorécepteurs puis des autres couches de la rétine [30]. Il se
produit une accumulation de monophosphate de guanosine cyclique (GMPc) toxique pour les
cellules ce qui entraine un arrét du développement post-natal des batonnets puis des cones
[25].

Chez le Setter Irlandais, le Sloughi et le Welsh Corgi Cardigan, la dysplasie des
batonnets et des cones se transmet selon un mode autosomique récessif. Elle est due a une
insertion de 8bp au sein de I’exon 21 de la sous unité bde du géne PDE6B situé sur le CFA3
chez le Sloughi ; a une mutation du codon 807 de ce méme exon chez le Setter Irlandais et a
une délétion du codon 816 de la sous unité alpha de ce gene chez le Welsh Corgi Cardigan
[3][5][33][94]. Chez le Colley et le Schnauzer nain, cette maladie se transmet aussi selon un
mode autosomique récessif et est due a une mutation du gene RD3 (Retinal Degeneration 3)
situé sur le CFA7. Chez le Schnauzer nain, il ne s’agirait que d’un simple polymorphisme car
cette mutation n’est pas forcément responsable du phénotype malade chez les individus

homozygotes [60][67][120].
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e Dysplasie des cones (Cone dysplasia : cd)

Cette maladie se caractérise, chez le Malamute de 1’Alaska, par une cécité diurne
progressive croissante avec conservation de la vision en ambiance crépusculaire. La cécité
diurne est quasi-compléte dés 1’age de 8 semaines [26]. Lors de I'examen ophtalmoscopique,
le fond d'eeil apparait normal [30]. Cette maladie se transmet selon un mode autosomique
récessif et est due a une délétion de I’ensemble du gene CNGB3 (cyclic nucleotide gated
channel beta 3) situé sur le CFA29. Elle est due a une mutation faux sens beaucoup plus petite
chez le Braque allemand, au sein de ce méme geéne, chez qui elle ne provoque qu’une

photophobie [86][102].

e Dégénérescence des batonnets et des cones (Progressive Rod cone

degeneration : prcd)

Il s’agit d’une dégénérescence progressive des photorécepteurs (batonnets et cones).

C’est la forme la plus couramment rencontrée de maladie rétinienne héréditaire.

Cette maladie est symptomatique chez 1’adulte et peut se compliquer d'une cataracte

secondaire en fin d’évolution [30].

La dégénérescence des photorécepteurs atteint de nombreuses races avec des modes de

transmissions différents, le mode autosomique récessif étant largement majoritaire :

- autosomique dominant chez le Bullmastiff ou elle est due a une mutation non

sens au sein du géne RHO (rhodopsine) situe sur le CFA20 [61] ;

- autosomique récessif chez le Terrier Irlandais Glen of Imaal, due a une délétion
au sein du gene ADAM 9 (A Disintegrin And Metalloproteinase Domain 9) du CFA16
[66] ;

- autosomique récessif chez le Schapendoes, due a I’insertion d’1 pb au sein de
I’exon 6 du géne CCDC66 (coiled-coil domain containing 66) situé sur le CFA20
[341[77] ;
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- autosomique recessif chez le Teckel standard a poil ras et dur, due a une
délétion de 180 bp au sein de I’exon 5 du géne NPHP4 (nephronophthisis 4) situé sur le
CFAS5 [114][115].

- autosomique récessif chez le Montagne des Pyrénées, le Mastiff, le Bull
mastiff et le Coton de Tuléar due a une mutation au sein du gene BEST1 (bestrophin 1)
sur le CFA18 pour les trois premieres races et a une autre mutation du géne BEST1 pour

le Coton de Tuléar [56]. Cette mutation est a 1’origine d’une rétinopathie multifocale ;

- autosomique récessif chez le Berger finnois de Laponie, due a une délétion au
sein de I’exon 10 du géne BEST1 sur le CFA18. [119]

- autosomique récessif et lié a une substitution sur le locus PRCD sur le CFA9,
dans 21 races (Cocker américain, Kelpie, Berger australien, Retriever de la baie de
Chesapeake, Chien Chinois a Créte, Cocker anglais, Bouvier de I’Entlebuch, Chien
finnois de Laponie, Golden Retriever, Chien d’ours de Carélie, Kuvasz, Labrador du
Retriever, Lapinporokoira, Caniches nains et Toy, Elkhoun Norvégien, Retriever de la
Nouvelle-Ecosse, Chien d’eau portugais, Chien d’eau espagnol, Yorkshire Terrier)
[47][49][117].

- liée au chromosome X et due a deux mutations différentes au sein du géne
RPGR (retinitis pigmentosa GTPase regulator) chez le Samoyede et le Husky sibérien
[1][118][121].
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Tableau I : Bilan des mutations génétiques connues responsables d’APR

Geéne Chromosome Mutation Type d'APR Race concernée
RPE65 CFAG6 Délétion 4 pb Cécité de nuit (cnsh) Berger de Brie, Beagle
Dégénérescence rétinienne précoce .
STL38L1 CFA27 Chien d’eau Norvégien
(erd)
mutation non sens Dysplasie des cones et des )
PDE6B CFA3 ) Setter Irlandais
exon 21 batonnets (rcdl)
Insertion 8 pb exon | Dysplasie des cones et des )
PDE6B CFA3 ) Sloughi
21 batonnets (rcdla)
Délétion 1 pb codon | Dysplasie des cones et des ) )
PDEGA CFA3 A Welsh Corgi Cardigan
816 batonnets (rcd3)
Simple . )
] Dysplasie des cones et des .
RD3 CFA7 polymorphisme chez | Colley, Schnauzer nain
] batonnets (rcd)
le Schnauzer nain
délétion de tous les . .
CNGB3 CFA29 Dysplasie des cones (cd) Alaskan Malamute
exons
CNGB3 CFA29 mutation faux sens Dysplasie des cbnes (cd) Brague Allemand
) Dégénérescence des batonnets et )
RHO CFA20 mutation non sens Bullmastiff
des cones (prcd)
) Dégénérescence des batonnets et ) )
ADAM9 CFAl6 délétion Terrier Irlandais Glen of Imaal
des cones (precd)
) Dégénérescence des batonnets et
CCDC66 CFA20 Insertion 1 pb exon 6 Schapendoes
des cones (prcd)
Degéneérescence des batonnets et o
NPHP4 CFA5 180 pb exon 5 . Teckel standard a poil ras
des cbnes (pred)
o Dégénérescence des batonnets et
PRCD CFA9 substitution G->A . 21 races
des cbnes (pred)
plusieurs micro Dégénérescence des batonnets et . o ]
RPGR CFA X Samoyede, Sibérian Huskie

délétions

des cénes (pred)
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5. L’APR chez le Border Collie

Le Border Collie est atteint par une dégénérescence des photorécepteurs se traduisant
par une perte progressive de la vision avec, dans un premier temps, une céecité nocturne puis
une diminution du champ visuel périphérique pouvant conduire a une cécité compléte. Les
signes cliniques apparaissent en géneral apres 1’age de 2 ans [99]. Le nombre de males atteints

est tres largement supérieur a celui des femelles [24].

Lors des stades précoces, on observe des lésions hyperréfléchissantes du tapis :
focales périphérigues ou plus rarement centrales, centrées ou non sur une tache pigmentée. La

symétrie des Iésions n’est pas forcément présente (figure 9).

Dans les stades plus évolués, on peut observer la coexistence d’une hyperréflexion
diffuse par coalescence de lésions focales dont certaines sont encore visibles, avec de
possibles migrations pigmentaires dans la zone du tapis. Dans les stades évolués, le calibre

vasculaire est trés diminué et la papille est grise.

La réalisation d’'un ERG n’est réellement informative au plan diagnostique que s’il y

a déja des lésions multifocales [112].

Des travaux menés en collaboration par Chaudieu et Vilboux ont montré que I’APR

chez le Border Collie était liée au chromosome X [112].

Lésion focale

Figure 10 : Rétinographie : fond d’ceil d’un Border Collie atteint d’une 1ésion focale d’APR

(image fournie par le Dr Chaudieu)
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D. Détermination du mode de transmission et d’identification d’une anomalie

génétique [35]

1. Détermination du mode de transmission d’une maladie génétique par 1’étude du

pédigrée

Lors de la détermination du mode de transmission d’une maladie génétique a partir
de I’étude du pédigrée, nous pouvons envisager deux cas : celui ou les animaux atteints sont
connus et répertoriés sur plusieurs générations et celui ou les animaux atteints n’ont pas été
répertoriés parmi les ascendants. Nous nous plagons dans le cas de la génétique mendélienne,
c'est-a-dire que dans la population étudiée, le caractére observé, qu’il soit normal ou
pathologique, est régi par un seul géne auquel correspond un seul couple d’alléles (noté a dans
le cas d’un alléle mutant récessif avec a+ I’alléle sauvage correspondant et A dans le cas d’un

allele mutant dominant avec A+ I’alléle sauvage).

a. Animaux atteints connus et répertoriés sur plusieurs générations

e Anomalies autosomiques

Dans le cas des anomalies autosomiques les genes sont portés par les autosomes,
chaque individu posséde donc deux alleles pour un gene donné. Un individu donné pourra

étre soit homozygote pour ce gene (A+A+, AA, a+a+, ou aa) soit hétérozygote (A+A ou a+a).

v Anomalie autosomique récessive

Pour qu’un individu soit atteint il faudra qu’il soit homozygote pour I’alléle muté
(aa). En effet chez les hétérozygotes I’expression du phénotype muté est masqué par
I’expression du phénotype sain qui domine (I’hétérozygote est donc porteur de 1’anomalie).
Ce mode de transmission est le plus fréquent pour les maladies héréditaires des couches

externes de la rétine.[35]

Les regles régissant les anomalies autosomiques récessives sont les suivantes [40] :

- Des individus atteints peuvent naitre de parents indemnes (figure 11), théoriqguement

dans la proportion de 25% si les deux parents indemnes sont hétérozygotes ;
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Les accouplements de sujets sains avec un sujet atteint donnent naissance a des
individus sains dans la majorité des cas. Si I’anomalie apparait parmi la descendance
c’est que le parent sain était en fait hétérozygote porteur, I’anomalie apparaissant donc

théoriquement dans 50% de la descendance ;

Accouplés entre eux, les animaux atteints ne donnent que des descendants atteints ;

L’apparition de 1’anomalie se fait préférenticllement dans certaines familles ; elle peut

passer inapercue pendant plusieurs genérations ;

Sous I’effet de la consanguinité, la fréquence de 1’affection augmente car il existe de
nombreux sujets porteurs dans cette population (c’est souvent le cas dans certaines

lignées pour une race et une maladie donnée).
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Figure 11 : Mode de transmission des maladies autosomiques récessives (d’apres [35])
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v" Anomalie autosomique dominante :

On parle de maladie autosomique dominante lorsqu’a chaque fois que 1’alléle muté
est présent, I’individu est atteint (les individus hétérozygotes A+A et homozygote AA seront
atteints). Un accouplement entre deux individus sains ne pourra pas donner d’individus

atteints.

Nous pouvons retenir les regles suivantes concernant les anomalies autosomiques

lorsque la pénétrance est compléte [40] :

Tout sujet atteint a I’un au moins de ses deux parents qui est atteint ;

- Les accouplements de sujets sains avec un sujet atteint donnent statistiquement 50%

de descendants sains et 50% d’atteints (figure 12) ;

- Les descendants sains issus d’un parent atteint, accouplés avec des sujets indemnes

n’engendrent que des animaux indemnes;

- Accouplés entre eux, deux sujets atteints peuvent donner naissance a des animaux
sains, en théorie 25% des descendants seront sains si les deux parents sont

hétérozygotes.
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Figure 12 : Mode de transmission des maladies autosomiques dominantes (d’apres

[35], les légendes sont les mémes que celle de la figure 11)



Bien souvent, la transmission de la maladie se fait selon une penétrance incompléte,
dans ce cas, I’alléle récessif s’exprime de maniére plus ou moins marqué. La pénétrance de
I’allele dominant sera plus marquée chez I’homozygote que chez I’hétérozygote. Il peut
s’avérer difficile lors de I’étude d’un pédigrée de faire la différence entre une anomalie
transmise sur le mode récessif a pénétrance compléte d’une anomalie transmise sur le mode

dominant & pénétrance incompléte.

La dominance a pénétrance incompléte a les propriéteés suivantes [35] :

- Présence d’animaux atteints a chaque génération avec naissance d’animaux atteints

issus de deux sujets sains (figure 13) ;

- Coexistence de comportements de type récessif et de type dominant.

Figure 13 : Mode de transmission des maladies autosomiques dominantes a pénétrance
incompléte (d’apres [35], les Iégendes sont les mémes que celle de la figure 11)

e Anomalies liées au sexe

Dans ce cas, le géne responsable de ’anomalie se situe sur I'un des deux
chromosomes sexuels (X ou Y). Le chromosome X contient bien plus de genes que le
chromosome Y, ce qui explique que la plupart du temps les anomalies liées au sexe sont dus a
une mutation d’un gene situé sur le chromosome X. Il existe tout de méme des maladies ou
phénotypes liés a 1’Y. Lorsque 1’anomalie est portée par le chromosome X, les femelles
auront deux alleles pour le géne concerné et les males un seul. Pour les maladies liés a I’'Y, les

femelles ne possédent pas le géne concerné et les males n’auront qu’un seul alléle.
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On peut retenir que pour une maladie récessive liée a I’X :

- L’accouplement d’une femelle hétérozygote et d’un méle sain donne 25% de males

atteints, 25% de males sains, 25% de femelles porteuses hétérozygotes et 25% de femelles
saines ;

- L’accouplement d’un méle atteint et d’une femelle saine donne 0% de méles affectés et
100% de femelles porteuses hétérozygotes (figure 14) ;

- La prévalence de I’affection est trés supérieure chez les males. Les femelles

homozygotes sont rares.
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Figure 14 : Mode de transmission des maladies récessives liées a I’X (d’apres [35]), les
Iégendes sont les mémes que celle de la figure 11)

Lors d’une transmission dominante liée a I’X :

- L’accouplement d’une femelle hétérozygote (donc atteinte) et d’un male sain donne 25%

de males atteints, 25% de males sains, 25% de femelles atteintes et 25% de femelles saines ;

- L’accouplement d’un méle atteint et d’une femelle saine donne 0% de males atteints et
100% de femelles atteintes (figure 15) ;
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- Géneralement, il y a deux fois plus de femelles atteintes que de males atteints (sauf si la

maladie est létale)
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Figure 15 : Mode de transmission des maladies dominantes liées a I’X (d’aprées [35]), les

Iégendes sont les mémes que celle de la figure 11)
Lors de transmission holandrique (liée au chromosome Y) :
- L’anomalie affecte seulement les males (figure 16) ;

- Tous les males affectés ont un pere affecté ;

- Tous les fils d’un male affecté sont affectés

Figure 16 : Mode de transmission des maladies liées a 'Y (d’aprés [35]), les Iégendes sont

les mémes que celle de la figure 11)
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e Anomalies polyfactorielles

L’anomalie est déterminée par plusieurs génes, chacun d’entre eux ayant une

influence plus ou moins grande quant a I’expression de la maladie. L’action de

I’environnement est €également nécessaire pour I’expression de la maladie.

On suspectera ce type de transmission lorsque I’étude du pédigrée n’aura pas permis
de mettre en évidence une des situations décrites précédemment. [35]

b. Animaux atteints non répertoriés parmi les ascendants [35]

Dans ce cas on peut utiliser le protocole de Lasley, c'est-a-dire :

- Etablir sur au moins quatre générations la filiation de chacun des animaux atteints en
attribuant a chacun un numéro de code (figure 17) ;

- Sur la gauche de I’arbre, placer les individus anormaux les uns au-dessus des autres ;

- Tout ancétre qui apparait dans deux pédigrées au moins sera placé a droite de la liste
des animaux atteints et on établira le pédigrée commun sous forme fléchée ;

- Si on ne trouve pas d’ancétres en commun aux individus atteints c’est que 1’anomalie
n’est sans doute pas héréditaire ;

- Si le pédigrée fait apparaitre que chaque individu remonte a 1’ancétre commun par
deux chaines d’ascendance, I’anomalie est surement récessive. Si, la plupart du temps,

une seule chaine d’ascendance apparait, ’anomalie est sans doute dominante.
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Figure 17 : Exemples de pédigrées établis selon le protocole de Lasley (d’apres [35])
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2. Le génome canin
a. Caryotype du chien

Le chien posseédent 78 chromosomes (nommeés CFA : Canis Familiaris) répartis en
38 paires d’autosomes acrocentriques et une paire de chromosomes sexuels métacentriques
(figure 18). Le chromosome X, avec une taille de 128 Mb, est le plus grand chromosome de

ce caryotype et le chromosome Y, avec une taille de 27 Mb, est quant a lui le plus petit
[62][90].

Le nombre élevé de chromosomes, leur forme et leur taille similaire a rendu I’étude
du caryotype canin difficile. Il a été standardisé en 1996 par Switonski et son équipe [104]. En
2001, chaque paire de chromosomes a été reconnue grace a un marquage avec des sondes
BAC chromosome spécifique (Bacterial Artificial Chromosome) et a une carte génomique

contenant 1800 marqueurs couvrant plus de 90% du génome canin [17][69].
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Figure 18 : Caryotype du chien (d’apres [69])

b. Cartes génétiques du chien ([54][100][105])

La détermination d’une carte génétique passe par 1’identification, la caractérisation et
la mise en ordre de différents marqueurs polymorphes qui pourront ensuite servir a la

localisation d’un geéne d’intérét. L’établissement d’une carte génétique suit le principe de la
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liaison génétique : plus la distance entre deux marqueurs situés sur un méme chromosome est
élevée, plus la probabilité de recombinaison entre eux lors de la méiose est grande. La
distance génétique séparant deux marqueurs n’est pas proportionnelle a la distance physique.
En effet de nombreux facteurs peuvent influencer la probabilité de recombinaison lors de la
méiose comme le pourcentage en GC ou la présence de séquences repétées dans la
composition de la séquence d’ADN (Acide Désoxyribonucléique) entre les deux marqueurs
[17], ou encore le taux de méthylation de I’ADN [18][79].

La distance génétique entre deux marqueurs s’exprime en cM (centiMorgans), 1cM
correspondant a un taux de recombinaison (0) de 1%. Le taux de recombinaison peut varier de
0 a 50%. Plus il est proche de 0, plus les deux marqueurs sont liés. Si il est de 50%, les
marqueurs ne sont pas liés génétiqguement. Ils peuvent se situer soit sur deux chromosomes

différents soit sur un méme chromosome.

La premiere carte génétique du chien a été réalisée en 1997 ([76]) et elle comprenait
16 groupes de liaison. Depuis, le nombre de marqueurs présents sur les cartes génétiques n’a
cessé d’augmenter : 150 microsatellites en 1997 [81], 341 en 1999 [113], jusqu’a atteindre
3075 microsatellites répartis sur les 38 autosomes sur une carte réalisée en septembre 2008
[138].

c. Cartes d’hybrides irradiés (RH)

Une carte d’hybrides irradiés est congue en calculant la distance statistique entre
deux marqueurs, cette distance reflétant les cassures des chromosomes durant 1’irradiation des
cellules. Pour pourvoir réaliser des cartes d’hybrides irradiés il faut donc commencer par créer
un panel RH, c'est-a-dire irradier des cellules du génome d’intérét puis les fusionner a des
cellules hotes pour que quelques fragments d’ADN irradiés s’intégrent dans les chromosomes
des cellules hotes. Différents clones sont ainsi obtenus, contenant chacun des fragments
différents de I’ADN d’intérét. Dans le cas du chien, I’équipe de génétique du chien de ’'UMR
6290 de I’Université¢ de Rennes 1, a utilisé comme cellules hotes, des cellules de hamster
déficientes pour le gene TK (Thymidine Kinase) et ne pouvant pas survivre en milieu sélectif
HAT (Hypoxanthine Aminoptérine Thymidine). Ainsi, ils ont pu sélectionner les clones ayant
recu au minimum de I’ADN de chien contenant 1’orthologue canin du gene TK leur

permettant de survivre en milieu HAT. [110]
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La liaison entre les marqueurs, dans les lignées hybrides obtenues, dépend de leur co-
rétention au sein des différentes lignées. Plus deux marqueurs sont €loignés dans le génome,

plus la probabilité qu’ils se retrouvent dans la méme lignée est faible et inversement. [111]

La derniére carte d’hybrides irradiés comportait plus de 10000 marqueurs de génes et
500 BAC cartographiés par FISH (Fluorescence In Situ Hybridization) et a été congu en 2005
par I’équipe de génétique du chien de 'UMR 6290 de I’Universit¢ de Rennes 1 en

collaboration avec une équipe anglaise et une équipe américaine [57].

d. Séquencage

Le but du séquencage est de déchiffrer la succession des bases azotées (A : adénine,
C : Cytosine, G : Guanine et T : Thymine) constituant les brins d’ADN. La connaissance de la

séquence des acides nucléiques permet de remonter aux genes et a leurs fonctions.

Le premier séquencage complet du génome du chien a été réalise en 2004 a partir de
I’ADN d’une chienne Boxer [91]. L’intégralité de la séquence d’ADN est visible sur le site

internet : http://genome.ucsc.edu/. Le choix de cette chienne Boxer s’est fait suite a une

analyse préalable du polymorphisme nucléotidique de 120 chiens appartenant a 60 races
différentes. Ce boxer est le chien qui présentait le plus faible taux d’hétérozygotie, c'est-a-dire
qu’il était le plus faiblement variable génétiquement [91]. Le séquengage a permis d’obtenir
35 millions de séquences qui ont été assemblées en s’aidant de la derniére carte RH [75].
Ainsi 20000 contigs ont été constitués et sont répartis en 87 super-contigs situés sur les 39
chromosomes. Le travail de cartographie précédent a permis de regrouper efficacement ces
contigs et de produire une séquence de grande qualité. Au final, le séquencage réalisé couvre

98,5% du génome canin et présente une couverture estimée a 6,5 fois le génome.

Le séquengage d’un grand caniche, avec une couverture du chromosome X avait éte
réalisé en 2003 par I’équipe américaine du TIGR et a permis un premier ancrage de cartes du
génome canin avec une séquence, réalisé en collaboration entre I’institut TIGR et le CNRS
[57]. Un séquencage tres léger a également été réalisé sur ’ADN de neuf races de chiens
(Beagle, Berger Allemand, Chien d’eau portugais, Lévrier italien, Malamute d’Alaska,
Retriever du Labrador, Rottweiler, Setter anglais et Bedlington terrier), quatre loups et un
coyote et a permis d’obtenir 100000 séquences aléatoires sur chacun des ADN. Ce

séquencage 1éger a permis 1’identification de plus de 2,5 millions de SNP [75].

67


http://genome.ucsc.edu/

3. Méthodes d’identification des causes génétiques de maladies

Les différentes méthodes pouvant étre utilisées pour déterminer les anomalies génétiques

a I’origine d’une maladie sont décrites dans ce paragraphe.

a. La liaison génétique ([54][107][111])

Lors de la formation des gameétes il se produit des recombinaisons meéiotiques
aléatoires : les chromosomes homologues échangent une portion de leur ADN avant de se
séparer. La probabilité de recombinaison méiotique est liée a la distance séparant deux loci :
deux marqueurs proches auront une probabilité élevée d’étre transmis ensemble, on dit qu’ils
sont génétiquement liés. Ainsi, si la cause génétique d’une maladie est proche d’un marqueur
ils seront transmis ensemble lors de la méiose. Si ils sont éloignés, il y aura une probabilité

plus ¢élevée qu’il se produise une recombinaison entre le marqueur et la cause génétique.

On appelle taux de recombinaison (0) la distance entre le marqueur et la mutation. La
valeur de 0 varie de 0 (absence de recombinaison entre le marqueur et la mutation) a 0,5 (soit
le marqueur et la mutation sont sur deux chromosomes différents soit ils sont assez éloignés
sur un méme chromosome pour qu’il y ait obligatoirement une recombinaison lors de la

méiose). Plus 6 est proche de 0, plus le marqueur est proche de la mutation.

Au sein d’une famille ou ségréege une maladie génétique, on va rechercher des
marqueurs polymorphes ayant un 0 <0,5 avec la région génomique impliquée dans la maladie.
Pour déterminer la vraisemblance de la valeur de 0 au sein d’une famille, nous utilisons la
méthode des LOD score (Logarithm of odds) mis au point pour les maladies humaines par
Morton en 1955 [87].

Cette méthode est basée sur deux hypothéses :
- HO: indépendance génétique entre le marqueur et la mutation, 6=0,5

- H1: liaison génétique entre le marqueur et la mutation, 01<0,5

On va étudier le nombre de méioses informatives au sein d’une famille jusqu’a

pouvoir trancher en faveur de I'une ou de I’autre hypothese.
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Le LOD score d’une famille F1 (noté Z(01)) est le rapport entre la vraisemblance
d’observer la ségrégation au sein de la famille si 6 = 01<0,5 sur la vraisemblance d’observer

la ségrégation si 6 =0,5 :

P(F 1/6,) = T OB a o Probabilité de liaison

Z(01) = logy———=
= P(F1/0,5)

Probabilité de non liaison
Selon les valeurs de Z(61) obtenues, on peut conclure que :

- Ho est rejetée, et qu’il existe une liaison génétique entre le marqueur et la mutation si
7(01) > + 3 pour les maladies autosomiques ou Z(01) > + 2 pour les maladies liées au
chromosome X. Avec Z(01) > + 3 le risque de conclure a une liaison alors que les
deux locus sont indépendants est de 1/1000, il est de 1/100 avec Z(61) >+ 2 ;

- H1 est rejetée et il y a absence de liaison génétique entre le marqueur et la mutation si
Z(01)<-2;

- Si Z(01) se situe entre - 2 et + 3, on ne peut pas conclure en 1’absence de données

supplémentaires.

En 2003, Gordon et son équipe [51], ont estimé que le seuil de significativité du

LOD score chez le chien pour un caractére autosomique est de 3,2.

b. Test géenétique d’association ([111])

Le test d’association est basé sur le principe de déséquilibre de liaison (DL) : plus la
distance physique entre deux marqueurs est grande, plus le DL est petit. On considere que
dans une population donnée, le déséquilibre de liaison apres un effet fondateur (a 1’origine
d’une maladie par exemple), décroit de facon exponentielle au cours des générations et de la
distance a la mutation. Ainsi, si la mutation est présente depuis un certain nombre de
géneérations, seuls les marqueurs trés proches de la mutation seront en déséquilibre de liaison

avec celle-ci, c'est-a-dire qu’ils seront transmis avec cette mutation.

Afin de pouvoir déterminer assez précisément la localisation d’une mutation, le test
d’association nécessite d’avoir a disposition des cartes génétiques assez denses en marqueurs
ou la séquence du génome. Pour cela nous utilisons en géneéral les marqueurs de type SNP

dont la moyenne est d’environ un tous les 1kb chez le chien [75]. En pratique on compare la
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proportion des alléles de différents marqueurs chez des individus sains et chez des individus
atteints et on réalise un test de y2. Le test de 2 permet de décider si les valeurs obtenues sont
en accord avec celles attendues dans le cas de 1’indépendance entre le marqueur et la région
génomique impliquée dans la maladie [54]. Dans notre cas, le test de y> permet de tester
I’homogénéité de la distribution allélique. Pour cela on utilise la formule suivante ou M est un
marqueur a n alleles, f; la fréquence de I’alléle i dans le pool d’individus témoins et h; la

fréquence de ’alléle i dans le pool d’individus atteints :

avec (n-1) degrés de liberté

2 . 4

- n -

2 (]1 i 12 ( théorigue (fl j t.‘?u‘nru’,’ut‘)
E R

bl lz i théorigue iw] f, théorigue

La significativité de la différence entre deux cohortes est obtenue grace au calcul de
1’Odds Ratio (OR) associée a chaque all¢le défini par la formule suivante ou M; représente un

alléle dans un effectif a N individus :

OR(M,) = h(2N - £)
f(2N-h)

Et enfin pour chaque Odds Ratio on calcule un intervalle de confiance (CIS) :

('lqz ORcl:“l‘QV'M I’.()Rel +1.964)

Le choix des témoins est tres important lors d’une analyse de liaison au risque de mal
interpréter les variations entre témoins et atteints. Il faut aussi que les individus étudiés ne

soient pas consanguins, sinon il faudra utiliser un coefficient correcteur de consanguinité.

c. L’ «homozygosity mapping » ([46][68][111])

Chez I’homme, il est difficile de réaliser des analyses de liaisons génétiques, dans le
cas de maladie récessive rare, car au sein d’une famille le nombre d’individus atteints est trop
faible. Cependant il n’est pas rare de retrouver des individus atteints issus de parents
apparentés. On peut utiliser les informations issues de ces individus atteints consanguins pour

augmenter le nombre d’individus atteints dans les analyses et ainsi localiser la mutation a
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I’origine de la maladie. Le principe est qu’un individu atteint d’une maladie récessive a
srement recu deux alleles morbides identiques du fait de la consanguinité dans son
ascendance. Partant du méme principe, il est fortement possible de retrouver des marqueurs a
1’état homozygote a proximité des alléles responsables de la maladie. Cette méthode présente
toutefois le désavantage que des individus consanguins possedent un grand nombre de
marqueurs a 1’état homozygote. Il faut donc comparer les donneées issus de plusieurs individus
atteints consanguins mais sans lien de parenté entre eux pour exclure les loci non liés a la
maladie et determiner une seule région du génome ou tous les individus atteints sont
homozygotes mais pas les individus sains. Le locus morbide aura alors une forte probabilité

de se trouver dans cette région.

Cette méthode est facilement utilisable chez le chien car la consanguinité est

souvent présente au sein de son pedigrée.

d. Paires de germains ([111][122])

Cette méthode est basée sur le fait que des germains (paires de fréres et sceurs)
malades auront des marqueurs génétiques liés a la maladie qui se ressemblent plus que ne le
voudrait le hasard. Pour chaque paire, on va déterminer I’IBD (« Identity By Descent ») c'est-
a-dire, le nombre d’alléles parentaux identiques pour chaque marqueur. L’IBD aura la valeur
de 0, si les deux germains n’ont pas d’alléles en commun, de 1 si ils ont un seul allele en
commun et de 2 si ils ont deux alleles en commun. Ensuite, on mesure les proportions de
chaque IBD dans toutes les paires que 1’on note respectivement zo, Z; et z, et grace a un test de
¥ a deux degrés de libert¢ on compare la distribution de I’IBD obtenue avec celle attendue
lors de 1’absence de liaison (c’est a dire % pour IBD = 0, %2 pour IBD =1 et % pour IBD =

2) selon la formule suivante.

e. Stratégies des genes candidats [111]

Cette méthode est basée sur une étude physiopathologique consistant a rechercher
parmi des geénes connus si une mutation de I’un d’eux permet d’expliquer la maladie. Selon
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les cas, la recherche de génes candidats, peut se révéler rapidement fructueuse (lorsque le
géne a déja été identifié comme la cause de la maladie recherchée dans une autre race par

exemple), ou plus difficile a mettre en ceuvre, face & un nombre de génes candidats trop

important a étudier ou si le géne n’est pas encore annoté dans le génome.

En général cette méthode est utilisée lorsqu’un locus li¢ a la maladie a ét¢ identifi¢ et

on analyse alors les genes (nommés génes candidats positionnel) situés sur ce locus.

Ainsi, ’APR est une maladie entrainant la dégénérescence des photorécepteurs de la
rétine. A I’heure actuelle, 14 mutations génétiques différentes ont été identifi¢ chez le chien
comme ¢étant responsable de I’apparition de cette maladie dans plus de 30 races. Selon les
races, elle peut se transmettre selon un mode autosomique récessif, autosomique dominant ou

étre lié au chromosome X.

Le Border Collie est atteint d’une forme particuliére d’APR, avec dégénérescence des
photorécepteurs se traduisant par une perte progressive de la vision, avec dans un premier
temps une cécité nocturne puis une diminution progressive de la vision périphérique. Dans
cette race le nombre de males atteints est tres largement supérieur a celui des femelles, et il est

possible de rencontrer des individus atteints unilatéraux.

La derniére carte génétique du chien comporte 3075 microsatellites répartis sur les 38
autosomes, la derniére carte d’hybrides irradiés comporte, quant a elle, plus de 10000
marqueurs de genes et 500 BAC. Le séquencage recouvre 98,5% du génome canin et a permis

’identification de plus de 2,5 millions de SNP.

Parmi les différentes méthodes d’identification des causes génétiques de maladies, le
test génétique d’association et la stratégie de génes candidats ont été utilisé¢ lors de nos

recherches d’une mutation génétique a 1’origine de I’APR chez le Border Collie.
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II. Etude expérimentale

A. Contexte de I'étude

Notre travail de recherche s’est déroulé au sein de 1’équipe « génétique du chien » a
I’UMR6290 a Rennes, a partir de 1’été 2010, sur la base des recherches déja réalisées par
Chaudieu, Vilboux et Lafont.

L’UMRG6290 recrute, depuis une dizaine d’années, des préléevements sanguins de
Border Collie atteints d’APR ainsi que de leurs familles. Ce recrutement s’effectue
principalement au cours de journées de dépistages des maladies oculaires organisées par
I’AFBC en collaboration avec le Dr Chaudieu. Ces journées de dépistage sont aussi 1’occasion
de faire le point, sur cette maladie et les avancées de la recherche, avec les propriétaires. Elles
se déroulent généralement aux mémes lieux d’une année sur l’autre. J’ai ainsi pu suivre
I’évolution de certains chiens lors de deux journées s’étant déroulées a un an d’intervalle a

Charnizay (37).

La sensibilisation de ’AFBC et de nombreux propriétaires de Border Collie aux
problémes engendrés par ’APR dans leur race, nous permet d’avoir, a I’heure actuelle,

I’ADN de plus de 630 Border Collie, dont plus de 50 chiens atteints.

Afin d’étudier les liens de parentés, entre les différents Border Collie, dont le
laboratoire posséde un échantillon d’ADN, Vilboux avait réalis¢ en 2007 un arbre

généalogique regroupant ces chiens.

Des études antérieures menées par Chaudieu [24], puis par Vilboux [111][112], ont
permis de proposer que 1I’APR chez le Border Collie se transmet selon un mode récessif, liee
au chromosome X. Les deux mutations déja connues comme étant responsables d’une APR
liée au chromosome X dans d’autres races ont alors été exclues suite au séquencage des deux
genes, XLPRAL et XLPRAZ2, chez le Border Collie. En 2008, pour rechercher le géne et la
mutation responsables, Vilboux a effectué le génotypage de 57 chiens avec 63 marqueurs
microsatellites localisés sur le chromosome X permettant 1’identification d’un locus de 12Mb
(Mégabase) situé entre 77Mb et 89Mb [112]. En 2010, Estele Lafont a poursuivi le
génotypage sur 100 chiens, cette fois, sur tout le génome a 1’aide d’une « puce » (Canine HD
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SNParray, lllumina) comportant 170000 marqueurs SNP (Single Nucleotide Polymorphism)

puis mené une étude génétique d’association a I’aide du logiciel Plink. [134]

Notre travail de recherche s’est déroulé en quatre points :

La création d’une base de données regroupant les informations contenues dans les
certificats de dépistage des MHOC des Border Collie, que nous possédions ou
non un échantillon d’ADN des chiens. Cette base nous a permis d’étudier a plus

grande échelle la prévalence de cette maladie au sein du cheptel francais ;

Compléter I’arbre généalogique créé par Vilboux avec les nouveaux chiens

recrutés depuis ;

Une étude génétique d’association, a partir des données du génotypage réalisé,

avec une « puce » comportant 170000 marqueurs SNP, obtenues par Lafont ;

La recherche et 1’é¢tude d’un gene candidat pouvant étre responsable de I’APR

chez le Border Collie, a partir des résultats de 1’étude génétique d’association.

B. Matériels et Méthodes
1. Base de données de certificats de dépistage des MHOC

a. Matériels

Nous disposons de 2037 certificats de dépistage des MHOC (figure 19) établis entre
1998 et 2012 qui nous ont été fournis soit directement par les propriétaires des chiens, soit par

I’AFBC (exemplaire envoyé par le propriétaire au club de race).
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Figure 19 : Certificat International de dépistage des maladies héréditaires oculaires canines
(MHOC)
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b. Méthodes

Afin d’étudier I’importance de I’APR, chez le Border Collie en France, nous avons
créé une base de données a partir des renseignements fournis par les certificats de dépistage
des MHOC. Nous avons réalis¢é une base de données sous la forme d’un tableur Excel
regroupant les renseignements fournis par I’ensemble des 2037 certificats oculaires a notre
disposition : nom de I’animal, date de naissance, identification de 1’animal, date de I’examen

oculaire, vétérinaire praticien, méthodes d’examen utilisées, conclusions de 1’examen.

A partir de cette base de données, nous avons évalué la prévalence de I’APR chez le
Border Collie en France, comparé la prévalence de cette maladie chez les males et chez les
femelles et étudié, lorsque cela était possible, son évolution chez un animal atteint (en

particulier I’évolution des chiens atteints unilatéraux).

2. Etude généalogique
a. Matériels

L’arbre généalogique créé par Vilboux en 2007 a été complété avec les informations
concernant les chiens recrutés depuis. Nous nous sommes aidés des pédigrées fournis par les
propriétaires, lors des journées de dépistage, mais aussi du logiciel de recherche des

ascendants/descendants disponible sur le site internet de I’AFBC [123].

L’arbre généalogique a été réalis¢ avec le logiciel Cyrillic [124].

b. Méthodes

Nous avons entré dans le logiciel Cyrillic les données concernant chaque chien (nom,
date de naissance, numéro d’identification, propriétaire, statut par rapport a I’APR) ainsi que
ses parents. Ce logiciel nous permet de vérifier si un chien avait déja été entré dans ’arbre
généalogique. Ceci permet d’éviter les doublons et de trouver de nouveaux liens de parentés
entre chiens. Nous avons complété I’arbre généalogique grace au logiciel de I’AFBC qui

permet de rechercher les descendants d’un chien donné.
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Nous avons ensuite vérifié les informations concernant le statut, de chaque chien,
vis-a-vis de I’APR, dans notre arbre généalogique, notamment dans la partie créée par
Vilboux. Pour cela, nous avons utilisé les informations contenues dans la base de données de
certificats de dépistage des MHOC.

Nous avons également réalisé des arbres généalogiques intermédiaires, autour de

chiens fondateurs, a partir de I’arbre généalogique global afin d’en faciliter la lecture.

Nous avons également envoyé aux éleveurs, des parties de notre arbre généalogique
: r 9 \ . . \ . o,
regroupant les chiens de son élevage, afin qu’il compléte les informations a notre disposition,

notamment concernant la descendance de chiens atteints ou porteurs sains.

3. Etude génétique d’association

a. Matériels

Entre 2010 et 2011, les ADN de 100 Border Collie ont été génotypés a 1’aide d’une
puce Illumina 170 000 SNP répartis sur le génome entier (« Canine HD SNParray Illumina »).
A partir de ces résultats de génotypage, nous avons réalisé une étude d’association génétique
sur 74 chiens :

- 15 chiens diagnostiqués indemnes apres 1’age de Sans,
- 25 chiens atteints bilatéralement,
- 11 chiens atteints unilatéralement,

- 23 chiens, diagnostiqués indemnes avant 1’dge de 5 ans, que nous avons
considérés comme indemnes, mais que nous continuons de suivre pour verifier

leur statut.

Les analyses ont été réalisées a 1’aide du logiciel Plink [134], puis les résultats ont été

importés sur le site UCSC [139] qui permet d’accéder au génome canin et a son annotation.
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b. Méthodes

Le logiciel Plink réalise des analyses statistiques basées sur le calcul de y2. Si la
valeur de p-value obtenue est inférieure ou égale & 10, cela signifie qu’il y a une association
entre la maladie et un ensemble de SNP dans une région chromosomique donnée (la valeur de
107 indique un risque sur 100000 de se tromper en estimant que le SNP en question soit lié &

la maladie).

Les résultats ont été importés sur le site UCSC [139], sous la forme d’un graphique,
permettant de localiser les marqueurs SNP ayant les meilleurs résultats statistiques. Ce
graphique nous permet alors de connaitre les genes présents sur la région du chromosome

correspondante.

4. Analyse d’un gene candidat

a. Recherche du gene candidat
e Matériels

Nous avons utilisé les sites internet d’analyse des génomes «ensembl» et
« genecards » [125][127] et le site OMIM [133] afin d’obtenir des informations concernant
les génes situés dans les régions ayant obtenues les meilleurs résultats statistiques lors de

notre étude d’association.

e Méthodes

Nous avons cherché sur les sites internet d’analyse des génomes « ensembl » et
« genecards » [125][127], la répartition tissulaire des EST (« expressive sequence Tag ») de

chacun des génes, afin de voir si celui-ci est connue comme exprimé ou non dans la rétine.

Nous avons en paralléle, recherché sur le site OMIM [133] si, parmi les génes
localisés dans les régions les plus associées statistiquement, certains étaient déja répertoriés
comme impliqués dans le développement d’une maladie oculaire, ou impliqués dans le cycle

visuel.
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Les différentes analyses génétiques et statistiques nous ont permis de sélectionner des
loci candidats, contenant de nombreux génes, et parmi ceux-1a, de choisir un géne candidat

que nous avons étudié.

La sélection de genes candidats s’est faite dans les loci candidats, en fonction des
valeurs statistiques obtenues lors de 1’étude génétique d’association. Nous nous sommes
ensuite intéressés a la physiopathologie des genes contenus dans ces loci candidats et nous
avons recherché s’ils étaient connus comme exprimé dans la rétine. Ce travail nous a permis
de sélectionner un gene candidat ayant la meilleure adéquation entre les valeurs statistiques
d’association des marqueurs SNP situés a proximité, sa potentielle implication dans la

physiopathologie de la maladie et son expression dans la rétine.

b. Choix des animaux testés

e Matériels

Nous avons analysé le géne candidat sélectionné sur 8 individus apparentés dont nous
possédons un échantillon sanguin sur tube EDTA :

- 3 femelles déclarées indemnes apres 1’age de 5 ans (nommeées par la suite A, B et
C),

- 1 male déclaré indemne aprés 1’age de 5 ans (nomme D),
- 2 males atteints bilatéralement (nommés E et F),

- 1 male atteint unilatéralement (nommé G),

1 méle dont nous ne connaissons pas le statut vis-a-vis de I’APR (nommé H).

Les liens de parentés entre ces différents individus sont représentés sur la figure 20.
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Figure 20 : Liens de parenté entre les individus testés (les chiens sains sont
représentés en bleu, les males atteints bilatéralement en carré rouge plein et le

male atteint unilatéralement par un carré rempli a moitié en rouge)

e Méthodes

Parmi les 630 Border Collie dont nous possédons un prélévement sanguin, nous
avons choisi d’étudier notre géne candidat sur un nombre restreint d’individus apparentés,
dans un premier temps et, suivant les résultats obtenus, d’étendre ou non 1’analyse a un plus

grand nombre de chiens.

Nous avons ainsi sélectionné huit chiens afin d’avoir a la fois des males et des

femelles, des chiens sains, atteints unilatéral et atteints bilatéral.

80



c. Extraction de I’ADN a partir des prélévements sanguins

e Matériels

Nous avons réalisé ’extraction de I’ADN génomique, & partir des prélévements

sanguins sur tube EDTA, a I’aide du kit d’extraction Nucleospin Blood L. Pour chaque chien,

I’extraction d’ADN nécessite :

2mL de sang,

150 pL de Protéinase K,
4mL de Tampon,
éventuellement 2mL de PBS,
2mL d’éthanol,

200 pL de tampon spécifique (BE)

e Meéthodes

L’extraction des ADN a partir des prélévements sanguins est réalisée selon le

protocole du kit d’extraction (Macherey-Nagel). Les étapes sont les suivantes :

1)

2)

3)

Lyse des cellules par action de la protéinase K: 2 mL de sang et 150uL de
protéinase K, dans 2 mL de tampon de lyse. Le mélange ainsi obtenu est agité
fortement au vortex, puis incubé pendant 15 minutes a 56°C. Lorsque nous
disposions de moins de 2 mL de sang, nous avons complété a 2 mL avec une

solution de PBS (phosphate-buffered saline).
Ajout de 2 mL d’éthanol afin de précipiter I’ADN
3 mL du mélange ainsi obtenu sont disposés dans un tube a élution contenant une

membrane de silice puis centrifuges pendant 3 minutes a 4500g afin de permettre

la fixation de ’ADN a la membrane de silice.
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4) Deux lavages successifs de la membrane de silice sont réalisés par ajout de 2 mL
de tampon de lavage puis centrifugation & 4500g pendant 2 minutes pour le

premier lavage et pendant 10 minutes pour le second.

5) L’élution de I’ADN est réalisé par ajout de 200 puL de tampon spécifique (BE) et
incubation pendant 2 minutes a température ambiante avant centrifugation pendant

2 minutes a 4500g.

6) La mesure de la densité optique de chaque échantillon est réalisée avec un
spectrométre (nanodrop) afin de connaitre la concentration en ADN. Apreés

¢tiquetage des tubes, les échantillons d’ADN sont ensuite conservés a -20°C.

d. Choix des amorces d’amplification
e Matériels

Nous avons utilisé le logiciel Primer 3 [135] pour déterminer nos amorces

d’amplification puis nous les avons vérifiées sur le site UCSC [139].

e Méthodes

Afin de rechercher une mutation dans notre géne candidat, nous avons réalisé des
réactions de séquencage pour chacun de ses exons. Dans un premier temps, nous avons Vérifié
la bonne annotation des séquences en recherchant les séquences consensus d’épissage, c'est-a-

dire AG en amont de I’exon et GT en aval.

Nous avons sélectionné des amorces situés au moins a 50pb en amont et en aval de
I’exon, afin de pallier au manque de precision sur les premiéres paires de bases lors de la
réaction de séquencage et d’obtenir une sequence lisible pour les nucléotides impliqués dans

la réaction d’épissage.
Afin de standardiser nos conditions de PCR (« Polymerase Chain Reaction »), nous

avons toujours utilisé les mémes conditions de sélection des amorces. Ces conditions sont :

des amorces d’environ 20 pb, contenant 50% de GC, une température d’hybridation (Tm)
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entre 60°C et 63°C avec une valeur optimale de 61°C et la taille du produit de PCR ne devant
pas excéder 550pb [128].

Enfin sur le site UCSC [139], nous avons veérifié que chacun de nos couples

d’amorces étaient spécifique de la région a amplifier.

e. Réaction d’amplification : PCR (« Polymerase Chain Reaction »)
e Mateériels

Nous avons utilisé pour chaque réaction de PCR dans un volume final de 10uL :
- 50ng d’ADN,

1X de tampon Gold,

0,25mM de dNTP,

2mM de MgCI2,

0,5 unités de Taq Gold,

- 0,3 uM de chaque oligonucléotide,

La réaction de PCR se déroule dans un thermocycleur PTC 200 (MJ research).

e Méthodes

La PCR est une méthode d’amplification de ’ADN couramment utilisée. Chaque
réaction d’amplification contient 50 ng d’ADN, 1X de Tampon Gold, 0,25mM de dNTP
(désoxyNucléotide TriPhosphate) qui permettront 1’¢longation, 2mM de MgCl2, 0,5 unités de
Tag Gold, enzyme polymérase qui réalise la réaction de polymérisation, 0,3uM de chaque
oligonucléotide et nous avons complété avec de 1’eau stérile Baxter afin d’obtenir un volume

final de 10 pL.

La réaction de PCR se déroule dans un thermocycleur selon les cycles de température
suivants (amplification dite en « touch-down » permettant une amplification spécifique) :
- 8 min a 94 °C pour activer I’enzyme (la TaqGold est une enzyme dite « hot

start » dont 1’activité enzymatique est inhibée par la liaison a un anticorps. La
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liaison est rompue a une température de 94°C permettant a 1’enzyme d’étre

active).

- Puis 20 cycles : 30 secondes a 94°C pour dénaturer I’ADN, 30 secondes a 61°C
pour I’hybridation des amorces (avec une diminution de 0,5°C par cycle) et 1
minute a 72°C pour la réaction d’élongation (la durée de cette phase est

conditionnée par la longueur du fragment a amplifier).

- Puis 15 cycles de 30 secondes a 94°C, 30 secondes a 51°C et 1 minute a 72°C.

- Pour finir 2 min a 72°C.

Nous avons Vvérifié le bon déroulement de notre réaction de PCR et la pureté des
produits obtenus en faisant migrer par électrophorese un mélange de 3 uL de notre produit de
PCR avec 3 pL de bleu de charge sur un gel d’agarose contenant du bromure d’éthidium qui
est un intercalant de I’ADN et qui fluoresce sous UV. Le gel a donc été réveélé sous lumiere
UV. Nous avons Vérifié que la taille des produits de migration correspondait a celle attendue

pour chaque couple d’amorces.
f. Purification des produits de PCR

e Matériels

Afin d’éliminer le surplus d’amorce, une purification de nos produits de PCR a éeté
réalisée en ajoutant 1ul d’un mélange d’exonucléase et de phosphatase (ExoSap) avec 2,5uL
de produit de PCR.

e Meéthodes

Le meélange « produits de PCR et Exosap » est passeé au Thermocycler pour 15 minutes a
37°C puis 15 minutes a 80°C. L’ExoSap contient une exonucléase (« Exo ») qui va dégrader
les amorces et une phosphatase (« sap ») qui va déphosphoryler les produits de PCR et les
oligonucléotides afin d’éviter toutes réactions de polymérisation a partir des oligonucléotides

restant ou des produits de PCR.
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g. Séquencage
e Matériels

La réaction de séquencage nécessite de mélanger :
1,5uL de BygDye

1X de tampon,

0,3uM d’une amorce,

1uL de notre produit de PCR purifié.

Méthodes

Le BygDye est un mélange de dNTP, de ddNTP (didésoxyNucléotide Triphosphate)
fluorescents permettant la lecture de la séquence par le séquenceur, d’une Taq polymérase

pour réaliser la réaction de polymérisation, dun tampon et de MgCl2.
h. Purification des produits de séquencage
e Matériels
Afin de réaliser la purification de nos produits de séquencage, nous avons utilisé des
colonnes d’exclusion (sephadex) en format plaque 96.

e Méthodes

Les produits de séquencage ont été purifiés, afin d’éliminer les amorces et les
oligonucléotides non incorporées. Nous avons préparé les plaques des colonnes d’exclusion
avec du sephadex et 300uL d’eau MilliQ. Aprés 2h de repos, nous avons éliminé I’excédent
d’eau par centrifugation 5 minutes a 850g. Les produits de séquencgage ont alors été¢ déposés

sur les plaques de sephadex et purifiés par centrifugation 5 minutes a 850g.
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i. Depdt des produits de PCR sur sequenceur
e Matériels

Le séquencage a éeté réalisé sur un séquenceur ABI3130xI (Life technologies) aprés

ajout de formamide.

e Méthodes

Nous avons ajouté de la formamide puis chauffé les produits de séquencage purifiés
pendant 5 minutes a 95°C, pour les dénaturer, avant de les déposer et de les faire migrer sur

un séquenceur AB13130xl.

C. Résultats

1. Concernant la base de données de certificats de dépistage des MHOC

La trés grande majorité des chiens a été examinée par le Dr Chaudieu.

Notre base de données comprend 2037 certificats oculaires concernant un total de

1358 Border Collie (760 femelles et 598 males). Concernant le nombre d’examens réalisé par
chiens :

- 990 chiens ont été examines une seule fois ;

- 211 chiens ont été examines deux fois ;

- 81 chiens ont été examinés trois fois ;

- 40 chiens ont été examinés quatre fois ;

- 19 chiens ont été examinés cinq fois ;

- 17 chiens ont été examinés plus de cing fois, un chien ayant méme été examiné dix

fois.

Parmi ces chiens, 300 ont été diagnostiqués indemnes aprés 1’age de 5 ans (103

males et 197 femelles).

Au total, 113 chiens ont été diagnostiques atteints et se répartissent en :

- 98 males et 15 femelles
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- 54 chiens atteints bilatéraux (52 males et 2 femelles)

- 59 chiens atteints unilatéraux (46 males et 13 femelles)

La prévalence de I’APR chez le Border Collie, sans tenir compte du sexe ou du type
d’atteinte est de 8,32%. Elle est de 1,97% chez les femelles et de 16,39% chez les males.

En moyenne, 1’dge au premier dépistage est de 4 ans ; il est de 4,31 ans si I’on ne
considere que les animaux atteints bilatéraux et 3,82 ans si ’on ne considére que les animaux

atteints unilatéralement.

Parmi les 16 chiens méles atteints unilatéraux qui ont eu un suivi, dans les années
suivant le diagnostic initial, 10 sont restés atteints unilatéraux, avec une évolution des lésions
pour 7 d’entre eux et 6 ont présenté une atteinte de 1’ceil controlatéral. Aucune des femelles

atteintes unilatéralement n’a été réexaminée apres le diagnostic initial.

2. Etude de I'arbre généalogique

La mise a jour de I’arbre généalogique nous a permis de trouver des ancétres
communs pour certains individus atteints, dont nous ne connaissions pas le lien de parenté.
Elle nous a également permis de vérifier les statuts des chiens par rapport a I’APR, certains
d’entre eux ayant été diagnostiqués sains lors de la construction du précédent arbre
généalogique et ayant depuis été diagnostiqué atteints. Ce travail a permis de réaliser un arbre

généalogique de plus de 700 chiens, comportant plus de 50 chiens atteints.

Sur notre arbre généalogique, nous observons un nombre de males atteints largement

supérieur a celui des femelles atteintes. Une partie de cet arbre est représentée sur la figure 21.
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Figure 21 : Une portion de la généalogie (les carrés représentent les males, les ronds les

femelles, les animaux malades sont représentés par un icone plein)
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Intéressons nous désormais a une petite partie de ce pédigrée représenté sur la figure

22.
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Figure 22 : Etude d’une portion de notre arbre généalogique (pour les schémas a venir les
individus atteints sont représentés en icone plein, les individus porteurs ont un point au centre
de leur icone)

On observe que sur les 20 individus représentés dans cette portion, les sept individus

atteints sont des males. Nous avons testé les différents modes de transmission sur cette

portion.
e Modeéle de transmission holandrique

Dans un modele de transmission liée au chromosome Y, tous les males atteints ont,
sur leur chromosome Y, I’alléle muté responsable de la maladie. Chaque maéle a hérité son
chromosome Y de son pére. Ainsi, tout méle atteint a forcément son pere atteint. Dans notre
cas, les males atteints 5 et 10 sont issus d’un male sain, diagnostiqué indemne cliniquement a

I’age de 7 ans (figure 23). Ce mode de transmission peut donc étre écarté.

XX XY XX
. (N} »
1 3
XX | xx XYm
Y N
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15 XYm 16 XYm
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Figure 23 : Génotype dans le cas d’une transmission liée au chromosome Y
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e Modeéle de transmission autosomique dominant

Dans un mode¢le de transmission autosomique dominant, tout individu atteint a I’'un au
moins de ses parents qui est atteint. Sur la figure 24, nous observons, par exemple que le male
10 est issu de deux parents qui ont été diagnostiqués cliniquement indemnes apres 1’age de 7

ans. Ce mode de transmission peut donc lui aussi étre exclu.
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Figure 24 : Génotype dans le cas d’une transmission autosomique dominante

e Modele de transmission autosomique récessif

Dans un modéle de transmission autosomique récessif, un individu atteint a hérité
d’un allele muté de chacun de ses parents. Ainsi les parents d’un individu atteint, sont soit
porteurs de la maladie, soit atteints. Les génotypes des différents individus de notre portion
d’arbre généalogique sont représentés sur la figure 25. Ce mode de transmission ne peut étre

écarté dans notre cas.
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Figure 25: Génotype pour un mode de transmission autosomique récessif
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e Modéle de transmission liée au sexe de maniére absolu

Dans un modele de transmission liée au chromosome X, les méles atteints ont hérité
du chromosome X porteur de 1’allele muté de leur mere. Les femelles issues d’un male atteint
seront porteuses du chromosome X porteur de la mutation génétique de leur pere. Sur la
figure 24, nous observons que le male atteint 5 a hérité du chromosome X porteur de la
mutation geénétique (représenté en rouge) de sa meére (femelle porteuse 2). Nous pouvons
observer que la femelle 6 a un fils atteint (méle 16), elle est donc porteuse de la mutation. Son
pere (male 1) étant sain, la femelle 6 a forcément hérité la mutation (représentée en rouge) de
sa mére (femelle 2). Le fait que le male 15 soit atteint n’est pas en lien avec le fait que son
pére (male 5) soit atteint, car il a recu son chromosome X (représenté en vert) muté de sa mere
(femelle porteuse 9). Sur I’ensemble de cette portion de 1’arbre généalogique (Figure 26),
nous pouvons retrouver les liens entre mére porteuse et fils atteint, représentés chacun par une

couleur différente.
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Figure 26 : Génotype lors d’un mode de transmission li¢ au chromosome X

Intéressons nous maintenant a deux familles que nous avons pu recruter lors d’une
journée de dépistage des maladies oculaires organisée, par I’AFBC et le Dr Chaudieu, le 19
Novembre 2011 a Charnizay. Sur les 27 Border Collie (13 males et 14 femelles) examineés ce
jour 13, trois méles ont été diagnostiques atteints. Apres avoir discuté avec les propriétaires,
nous avons pu obtenir des informations complémentaires concernant deux familles de Border
Collie. Le male atteint de la famille 1 (figure 27) présentait une hyperréflexion diffuse
hétérogeéne du tapis de I’ceil droit ainsi qu’une Iésion focale hyperréfléchissante du tapis de
I’ceil gauche. Lors de cette méme journée, nous avons egalement pu examiner et récupérer des
échantillons sanguins du frére, de la sceur et de la mére de ce chien, ces trois derniers ayant
été diagnostiqués indemnes. Ces quatre chiens ont été réexaminés un an plus tard lors d’une

nouvelle journée de dépistage organisé au méme endroit afin de détecter d’éventuels signes
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d’APR (notamment pour son frére de portée) ou I’évolution des 1ésions pour le male atteint.
Les propriétaires de ce méle nous ont aussi indiqué qu’il venait d’avoir une portée (3 méles et
3 femelles) et nous ont mis en relation avec les propriétaires de chacun des chiots. Cela nous a
permis d’obtenir un échantillon sanguin de chacun d’entre eux et de sensibiliser, leurs
propriétaires, a I’importance de faire régulierement examiner leur chien par un vétérinaire

ophtalmologiste.

o——10
5 0 m—oO
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Figure 27 : Pédigrée de la famille I (les chiens ayant subi un examen

ophtalmologique ont un trait au-dessus de leur icone)

Le deuxiéme male atteint présentait une lésion focale hyperréfléchissante périphérique
du tapis de I’ceil droit. Lors de cette méme journée, nous avons également examiné la sceur de
portée de ce chien, ses deux parents, ainsi qu’un male issu du méme pere mais d’une mere
différente. Tous les membres de cette famille ont été diagnostiqués indemnes (figure 28).
L’année suivante nous avons pu revoir ce chien, ses 1ésions avaient évolué sur 1’ceil droit mais
il ne présentait toujours pas de lésion sur I’ceil gauche. Ce qui est trés intéressant, ¢’est qu’une
portée consanguine est née en 2011, issu de I’accouplement du chien atteint avec sa propre
meére (qui est donc porteuse). Parmi les chiots issus de cette portée nous devrions avoir
statistiquement 25% de males sains, 25% de males atteints, 25% de femelles porteuses et 25%
de femelles atteintes. Or dans un mode de transmission lié au chromosome X il est tres rare
d’avoir des femelles atteintes (sauf dans le cas d’accouplements consanguins). Les
propriétaires de la mere de cette portée ont eu la gentillesse de nous donner les coordonnées
des propriétaires des chiots afin que nous puissions les contacter (sans évoquer le statut face a
I’APR de leurs parents). Nous avons ainsi pu obtenir des échantillons sanguins de certains des
chiots et nous espérons voir certains d’entre eux lors d’une journée de dépistage prévue en

novembre 2013.
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Figure 28 : Pédigrée de la famille |1

3. Etude génétiques d’association

Les données de génotypage de 74 chiens (38 indemnes et 36 atteints) obtenues par
hybridations sur puces 170 000 SNP ont été ¢tudiées a 1’aide du logiciel Plink qui réalise une
étude d’association par un test de y2 Le but de ces études d'association est de calculer la
probabilité d’association de chaque marqueur SNP avec la maladie. Les 170 000 SNP étant
répartis sur I’ensemble des chromosomes canins (les 38 autosomes et le chromosome X), ces

études permettent de tester toutes les régions du génome.
Le tableau Il répertorie la localisation des SNP avec les meilleures valeurs statistique

(p-value) classées par ordre croissant. Le SNP avec la meilleure valeur statistique se situe sur

le chromosome 15 avec une p-value de 1.324e-05.
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Tableau Il : Résultats de 1’étude génétique d’association sur 74 chiens

Chromosome SNP p-value
15 BICF2S523526024 | 1.324e-05
31 BICF2G630743275| 2.275e-05
15 BICF2P346997 | 4.272e-05
38 BICF2G63066077 | 5.405e-05
16 BICF2S523210052 | 5.503e-05
1 BICF2G630715029 | 8.012e-05
4 BICF2P1190513 | 8.824e-05
4 BICF2P916654 | 8.824e-05
4 BICF2P960029 | 8.824e-05
4 TIGRP2P64652 | 8.824e-05
4 BICF2P882512 | 8.824e-05
4 BICF2P1007121 | 8.824e-05
19 BICF2522956811 | 0.0001201
4 BICF2P235645 | 0.0001296
4 TIGRP2P64420 |0.0001296
15 BICF2G630436105 | 0.0001577
33 BICF2G630244326 | 0.0001591
33 BICF2G630244320 | 0.0001591
11 BICF2P171344 | 0.0001591
33 BICF2G630244334 | 0.0001591
33 BICF2G630244352 | 0.0001591
25 BICF2G630190200 | 0.0001877
4 TIGRP2P64810 |0.0002045
15 BICF2P59974 | 0.0002088
17 BICF2P707308 | 0.0002088
17 BICF2P948819 | 0.0002088
15 BICF2P1374317 | 0.0002088
13 BICF2P594439 | 0.0002413
27 BICF2P522247 | 0.0002455

La représentation de la localisation de ces SNP sur les chromosomes canins, obtenue

sur le site UCSC, est présentée en figure 29.
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Figure 29 : Résultats de 1’étude d’association incluant 74 chiens. Les chromosomes sont

représentés en abscisse et les valeurs de p-value (en —log) en ordonnées.
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Chaque point représente un marqueur, chaque ensemble de marqueurs représente un
chromosome. Bien qu’il y ait beaucoup de bruit de fond, nous pouvons observer que plusieurs

pics d’intérét ressortent avec plusieurs SNP au niveau des chromosomes 1, 4, 15,16, 31 et 38.

Nous avons décidé d’étudier le locus du CFA15 car deux SNPs ressortent a ce niveau
lors de notre analyse, le locus du CFA31 car ce méme locus est également ressorti lors d’une
autre analyse d’association menée précédemment au laboratoire, et le locus du CFA4 car
plusieurs SNPs ressortent a son niveau. Nous n’avons pas étudié les locus des CFAI, 16 et 38
car chacun d’entre eux ne posséde qu’un seul SNP isolé qui peut correspondre a un faux-
positif, ils pourront cependant étre étudiés ultérieurement pour confirmer ou non leur
association avec la maladie. Ces loci ont été étudié afin de voir si des génes, contenus dans
ces régions, pouvaient étre en lien avec I’APR chez le Border Collie (génes modulateurs).
Nous voulions ainsi avoir une idée de I’implication de régions non liées au chromosome X,
tout en sachant que les recherches d’un géne majeur sur le chromosome X devraient étre

poursuivies.

4. Recherche et étude d’un géne candidat

a. Recherche de génes candidats dans les régions autosomales

Pour chacun des genes situés dans les régions les plus statistiguement significatives
lors de I’analyse d’association (loci des CFA15, 31 et 4), nous avons recherché si des
transcrits étaient identifiés au niveau de la rétine et nous avons recherché leur réle
physiologique. Au total sur les 24 genes localises dans les régions les plus significatives, 5
possedent au moins une séquence d’ARN transcrit exprimé dans la rétine (EST). Afin de
choisir les meilleurs génes candidats, nous nous sommes basés sur les résultats statistiques
obtenus lors de I’étude d’association, les donnees de la littérature concernant ces genes et leur
role potentiel dans la rétine. Les caracteristiques de ces génes sont résumeées dans le tableau
.
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Tableau Il : Caracteéristiques des génes dans les régions les plus statistiquement significatives
(loci des CFAL5, 31 et 4)

Nombre d'ESTs

Localisation | Geéne Nom dans la rétine Réle physiologique
chromosome Myogenic Factor 5 et
15 MYF5 et MYF6 | 6 0 role dans la différenciation musculaire
role dans I'établissement et le maintien de la
LIN7A, LIN7B | Lin 7 homologue A, B distribution asymétrique des canaux et des récepteurs
entre 25,5 et LIN7C etC 0 a la membrane plasmigue des cellules polarisées
Protéin Tyrosine
Phosphatasa Receptor role dans la distribution et dans la régulation de
type F polypeptide I'interaction avec le milieu extra-cellulaire et
PPFIAL, PPFIA2 | Interacting Protein I'association avec des subtrats des récepteurs a la
et27,5Mb | et PPFIA4 Al A2 et A4 0 tyrosine phosphatase
Coiled Coil Domain composant des complexes de transcription de I'agent
CCDC59 Containing 59 0 tensio-actif pulmonaire associée aux protéines B
Receptor Interacting
Serine Threonine
RIPK4 Kinase 4 0 role dans le développement épithélial stratifié
PR Domain
PRDM15 Containing 15 0 peut étre impliqué dans la régulation transcriptionnelle
ST8 Alpha-N-Acetyl-
chromosome Neuramide Alpha 2,8-
31 ST8SIA2 Sialytransferase 2 0 catalyse le transfert de I'acide sialique par alpha-2,8
Transmembran role dans l'audition : nécessaire a la survie des cellules
entre 38,3 TMPRSS3 Protease serine 3 0 ciliées de la cochlée
ATP Binding impliquée dans I'homéostasie lipidique des
Cassette sub family macrophages, précurseurs des transporteurs des
et39,3Mb | ABCG1 G1 5 ESTs/209 pigments visuels de la rétine
stabilisateur du gel muqueux de la muqueuse gastro-
intestinale, inhibiteur de la croissance des cristaux
TFF1 et TFF2 Trefoil Factor 1 et 2 0 d'oxalate de calcium dans les urines
Radial Spoke Head 1
RSPH1 Homolog 0 role dans la meiose masculine
Solute Carrier Family
37 (Glycerol 3
Phosphate
SLC37A1 Transporter) 0 role dans le transport du glycérol
hydrolyse le GMPc, régulateur clé de nombreux
PDE9A Phosphodiesterase 9A 2 ESTs/169 processus physiologique
Disabled Homolog 2, impliqué dans des phénomene d'endocytose et
Mitogen-Responsive d'exocytose, role dans le positionnement cellulaire et
DAB2 Phosphoprotein 5 ESTs/1008 la formation de I'endoderme viscéral
Complement
chromosome 4 | C9 component 9 0 role dans la réponse immunitaire innée et adaptative
entre 72 FYB FYN Ninding Protein 1 EST/499 role dans la signalisation des cellules T
RPTOR Independent
Companion Of MTOR régule la croissance et la survie cellulaire, réle dans la
et 73 Mb RICTOR Complex 2 0 croissance et le développement embryonnaire
Ribosomal Protein composant des ribosomes, peut étre impliquée dans
RPL23A L23a 30 ESTs/ 4272 I'inhibition de la croissance chez la levure

L’ensemble des geénes situés sur le chromosome 15 (meilleur valeur statistique) ne

possédant pas d’EST au niveau de la rétine, nous nous sommes intéressés aux genes situés sur

le chromosome 31. Nous avons choisi d’étudier en premier le gene ABCG1 qui se situe dans

une région du chromosome 31 avec une p-value de 2.275e-05. Ce gene est un precurseur des
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transporteurs des pigments visuels qui s'exprime dans la rétine et lors du développement
embryonnaire [37]. De plus, il posséde des ESTs au niveau de la rétine prouvant, par un autre

moyen, son expression dans la rétine.

b. Etude du géne ABCG1

e Données connues sur le géne ABCG1

Le gene ABCGL1 se situe, de 38900260 pb a 38946045 pb sur le chromosome 31, en
utilisant la version d’assemblage CanFam?2. Il s’étend donc sur 45786 bp et possede 15 exons.
La séquence d’ARN messager est composée de 2185 nucléotides pour une protéine de 660
acides aminés. Le graphique suivant (figure 30) représente la position des amorces utilisées

pour le séquencage de ses exons, par rapport a la séquence du gene ABCGL.
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Figure 30 : Schéma du gene ABCGL1 et position des exons obtenus sur le site UCSC [139]. En

3

vert, les produits d’amplification « virtuels » prédits suite au choix des amorces.

e Choix des amorces d’amplification

Nous avons déterminé 13 couples d’amorces pour les 15 exons du gene ABCG1, les

exons 9 et 10 et les exons 12 et 13 étant regroupés dans un méme produit d’amplification. Les
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caractéristiques de chaque couple d’amorces sont regroupées dans le tableau IV et les
positions des produits obtenus sont reportées sur la figure 31. Au total, nous avons séquencé

tous les exons ainsi que les jonctions exons/introns.

Tableau IV : Caractéristiques des amorces pour le géne ABCG1

Taille du
produit de
Sens de Nombre de Tm (en PCR (en
Exon I’amorce | Séquences des amorces | nucléotides | % GC °C) pb)
1F cagtggccagtgtttgactc 20 55 59,3 294
R ggaggaagcaccaagaaagc 20 55 61,3
2 F acccctcagtaaggcaacaa 20 50 59,6 493
R tacgaaaactccccgtctcc 20 55 60,4
3 F tggctgttggttgtatcatca 21 43 60 300
R ggtggcctcactttctctga 20 55 60,4
4 F aatgggttcatctgggaaga 20 45 59,3 398
R cttgggagtttgttgtcgat 20 45 57,6
5 F gaagccctcggagataacag 20 55 58,9 328
R gaacactaggtgacaaacca 20 45 53,4
6 F cctcatatgcaatcccatcc 20 50 60,1 334
R tataagaaccctggcggaga 20 50 59,7
7F tgtgctttgaatgtgggcta 20 45 60,3 232
R cctgggatttggtgtcactt 20 50 59,8
8 F gattgatggctcctgttgct 20 50 60,2 242
R cactgagcgtggaaaagagc 20 55 61,1
9etl0 F aggctgtgttgtcgcaaaac 20 50 61,3 572
R tcccacagcttectttgeca 20 55 66,3
11 F aggagaaatcggggaccaat 20 50 61,9 438
R ttagcttggacatggaatgc 20 55 58,7
12 et
13 F aggtgtcctgggcaaatatc 20 50 58,9 477
R cactcgggtagagaaggaca 20 55 57,9
14 F Cagacatgtgggatacagcc 20 55 59 272
ccttcectectgtccacata 20 55 59,9
15 F tgagaggctgttgggagtct 20 55 60 462
tccetgtggcetctacaagtg 20 55 58,9

F (Foward) et R (Reverse) correspondent au sens de lecture de I’ADN : de 5’vers 3’
pour F, de 3’ vers 5’ pour R.

Tm est la température d’hybridation de I’amorce sur le brin antisens de I’ADN.
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e Résultat du séquencage

Le séquencage a eté effectue sur 8 chiens apparentés (voir figure 19 page 82).

Au total, 104 réactions de PCR et de séquencages pour les 15 exons et les 8 chiens
ont été réalisées. La plupart de ces réactions ont été faites deux fois pour s’assurer de la bonne
qualité¢ des séquences et de la réplication des résultats. Certaines séquences n’ont pas
fonctionné méme apres avoir été refaites mais le manque de ces séquences n’a pas géné notre

interprétation. Les résultats obtenus sont regroupes dans le tableau V.

Tableau V : Résultats du séquencage du géne ABCG1

Exon 1 2 4 5 6 6 7 8 8 9-10 | 12-13 | 12-13| 14
Position -5 +35 | +47 | +65 | -72 | 693 | 828 | 948 +9 -17 +21 -22 +9
Type de

mutation | intron | intron | intron | intron | intron | exon | exon | exon |intron |intron | intron | intron |intron
Séquence

de

référence | CC | CC | CC | CC | GG | CC TT | GG | AA | AA AA TT 1T

A
(femelle
indemne) | TC | CC | CC | CC | GC | CT | TC | GA | AC | AG AG TC X

B
(femelle
indemne) | CC | CC | CC | CC | GG | CC | TT | GG | AA | AA AA TT TC

Cc
(femelle
indemne) | CC | CC X CC | GG | CC | TT | GG | AA | AA AA 1T CcC

D (méle
indemne) | CC X X CC | GC | CT | TC | GG | AC | AG AG TC TC

E (méle
atteint
bilatéral) CcC CcC CT CT | GG CC TT GG | AA | AA AA TT TC

F (male
atteint
bilatéral) CcC CT CcC CC | GC | CT | TC | GG | AC X AG TC TT

G (male
atteint
unilatéral) | CC CT X CcC GC CT | TC X X X X X TT

H (méle
statut
inconnu) | CC | CC | CC | CC | GG | CC | TT | GG | AA | AA AA 1T TC

Dans ce tableau, les modifications par rapport a la séquence de référence
apparaissent en gras, les séquences n’ayant pas fonctionné sont notées par un X, la position
d’une variation intronique est indiquée en fonction de sa position par rapport au gene (- si il
est avant le géne, + si il est aprés le gene) et une variation exonique est positionnée par

rapport au nucléotide modifié dans 1’exon.
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Les séquences des exons 3, 11 et 15 sont identiques a la séquence de référence du

génome canin, donc aucun polymorphisme n’est présent dans ces exons.

Sur les 13 variations observées lors de ce séquencage, 10 sont des variations
introniques. Elles se situent dans les régions d’épissage exon/intron et pourraient donc étre a

I’origine de modification de la protéine en altérant 1’épissage.

Les trois mutations exoniques observées sont des mutations silencieuses, c'est-a-dire
qu’elles ne changent pas 1’acide aminé dans la séquence protéique. Toutefois, ces mutations
pourraient avoir un réle dans 1’épissage et sur la conformation de I’ARNm, mais ces effets

restent extrémement difficiles & démontrer.

Au final, aucune des variations que nous avons observées n’est retrouvée uniquement
chez les chiens atteints. Nous pouvons donc dire qu’aucune des variations observées sur nos

différents chiens, pour les 15 exons du géne ABCG1, n’est liée a I’APR chez le Border Collie.

D. Discussion

1. Concernant la base de données des certificats de dépistage des MHOC

La majorité des examens oculaires a notre disposition a été réalisée par le Dr
Chaudieu. Ceci nous a permis d’avoir un diagnostic homogene et de pouvoir considérer que

tous les chiens diagnostiqués atteints présentaient bien des Iésions d’ APR.

Les renseignements fournis par I’é¢tude des 2037 certificats oculaires, réalises chez
1358 Border Collie, nous ont permis de montrer que le nombre de méles atteints est tres
largement supérieur a celui des femelles atteintes. En effet, pres de 87% des animaux atteints
sont des males. Nous avons calculé la prévalence qui, fin 2012, s’élevait a 8,32% si ’on ne
fait pas de distinction de sexe. Si ’on ne considére qu’un seul sexe, on remarque que la
prévalence est plus élevée chez les males (16,39%) par rapport aux femelles (1,97%). Il est
intéressant de suivre I’évolution de ce taux au cours des dernieres années, en effet celui-ci
était de 20% en 2001 et de 12% en 2008 (données personnelles du Dr Chaudieu). La baisse de
ce taux de prévalence au fil des années montre bien que les nombreuses actions de

sensibilisation menées, et notamment I’explication aux ¢éleveurs du mode de transmission de
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I’APR, ont permis aux éleveurs d’étre plus attentifs et d’adapter les accouplements dans leur

élevage.

L’age moyen au moment du dépistage clinique étant d’environ 4 ans, il serait
important pour les éleveurs d’avoir a disposition un test de dépistage plus précoce permettant
un diagnostic avant que I’animal n’ait déja reproduit et transmis 1’alléle délétere & sa

descendance.

L’étude de I’évolution de la maladie a partir des certificats oculaires est rendue
difficile par le fait que de nombreux chiens atteints ne sont pas réexaminés aprés avoir été
diagnostiqués. En effet, sur les 113 chiens diagnostiques atteints 36 atteints bilatéraux et 43

atteints unilatéraux (soit 79 chiens) n’ont pas été réexaminés apres ce diagnostic.

2. Etude généalogique

La généalogie des Border Collie intégrant notre étude, a été mise a jour a partir du
pédigrée de chaque chien (soit transmis par le propriétaire du chien, soit disponible sur le site
internet de I’AFBC). Elle comporte plus de 700 Border Collie, dont plus de 50 chiens atteints.
La plupart du temps, nous avons pu obtenir des informations remontant jusqu’aux arrieres
grands-parents. Ces informations sont tres riches mais peuvent étre parfois inexactes car il
s’agit le plus souvent, pour les informations données par les propriétaires, d’informations
papiers et non de parentés vérifiées par des tests ADN. Nous pouvons observer sur le pédigrée
de nombreux liens de parenté ainsi que plusieurs étalons ayant eu une nombreuse
descendance. Cette importante consanguinité entre ces chiens de travail explique le chiffre
important de prées de 10% de chiens atteints.

Bien que I’étude du pédigrée ne nous ait pas permis « formellement » de trancher
entre une transmission autosomique récessive et une transmission liée au chromosome X,
plusieurs ¢éléments rendent I’hypotheése de transmission autosomique récessive treés peu
probable. Le taux de femelles atteintes (presque 2%) est eélevé comparé a 1’espeéce humaine
chez qui les femmes atteintes sont rarissimes. Mais ce taux s’explique tout a fait par la
consanguinité importante du pédigrée et donc par le nombre important de femelles porteuses
(ayant recu un chromosome X porteur de 1’allele muté de leur pere). Les études

précédemment menées par Chaudieu [24][112] avaient déja montré que le mode de

102



transmission de I’APR chez le Border Collie était 1ié au chromosome X. Ce mode de
transmission de I’APR est déja connu chez le chien dans les races Samoyede et Husky
sibérien [1][118][121], et aussi pour les rétinites pigmentaires chez 1’Homme
[27][48][55][136].

Le suivi clinique des membres des familles de deux des males diagnostiqués atteints
lors de la journée de dépistage du 19 Novembre 2011 est trés important afin de détecter
notamment si leurs freres de portée sont eux aussi atteints (une chance sur deux car leur mere
est forcément porteuse de la maladie). Le suivi ophtalmologique régulier des chiots issus de
portées consanguines, comme ce fut le cas, entre une mere porteuse et son fils atteint, est le
point sur lequel nous essayons d’insister le plus, lors de la communication avec les

propriétaires de ces chiots.

3. Etude génétique d’association et choix d’un géne candidat

Lors de I’étude génétique d’association sur tout le génome, nous avons obtenu
plusieurs loci, contenant des marqueurs SNP ayant des valeurs statistiques significatives,
suggérant une association entre ces loci et la maladie. Lorsque 1’on analyse le contenu en
genes de ces loci, on retrouve des génes candidats possédants des ESTs au niveau de la rétine
et/ou ayant un réle physiologique en rapport avec la rétine ou dans son développement
embryonnaire. Le gene ABCGL1 situé sur le chromosome 31 et précurseur des transporteurs

des pigments visuels a été étudié.

Bien que les analyses du pédigrée et de la base de données nous orientent vers une
transmission liée a I’X, le fait que nous ne retrouvions aucun SNP localisé sur ce
chromosome, associé a la maladie lors des ¢études d’association, est troublant. Les logiciels
permettant de réaliser des analyses génétiques ont a I’origine été créés pour des études sur les
autosomes, puis ont été améliorés afin de pouvoir intégrer les chromosomes sexuels, mais ces
analyses restent encore bien difficiles et demanderaient de mieux appréhender ces données en
envisageant des calculs statistiques plus adaptes. De plus, le séquengage du génome canin,
n’ayant encore qu’une couverture partielle sur le chromosome X, il est possible qu’une
association entre le chromosome X et la maladie n’ait pas été détectée, par manque de
marqueurs dans la région ad hoc, ou par difficulté d’analyses statistiques sur ce chromosome

unique.
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4. Séquengage du géne ABCG1

Le séquengage du géne ABCGL chez quatre individus indemnes, trois individus
atteints et un individu au statut inconnu, ne nous a pas permis d’identifier un polymorphisme
ségrégeant avec la maladie. En effet, nous n’avons obtenu aucun variant nucléotidique présent
uniquement chez les individus atteints et non retrouvé chez les individus sains, marquant une
mutation causale ou majeure dans la physiopathologie de la maladie. De méme, nous n’avons
pas retrouvé de variant identique chez les individus atteints et variable chez les individus

sains, spécifique d’un marqueur proche de la mutation causale.

Bien que la piste des genes autosomiques, impliqués dans cette APR, soit
intéressante, nous n’avons a ce jour pas trouvé de variations nucléotidiques distinguant le
groupe des atteints du groupe des chiens sains. Bien sdr, nous ne pouvons pas exclure des

altérations introniques, non recherchées dans cette analyse.

5. Quels conseils donner a I’éleveur ?

Tant que les ¢leveurs de Border Collie n’auront pas a leur disposition un test
génétique leur permettant de connaitre des le plus jeune age, et avant la mise a la
reproduction, le statut de leur animal vis-a-vis de I’atrophie progressive de la rétine, il est

important de leur apporter quelques conseils afin de limiter la transmission de cette maladie.

Se basant sur une transmission liée au chromosome X, il faut conseiller aux
propriétaires de ne pas faire reproduire un male diagnostiqué atteint. En effet, celui-ci
transmettra son chromosome X porteur de 1’alléle muté a ’ensemble de ses filles qui seront
donc toutes porteuses de la mutation. Si les qualités morphologiques ou de travail du male
atteint sont telles que ses propriétaires souhaitent 1’utiliser pour la reproduction, il faudra
veiller a le marier uniquement a des femelles n’ayant pas d’individus atteints dans leurs
origines, ni dans leur descendants. De plus, seuls ses fils pourront étre gardés pour la

reproduction.

Lors de I’identification d’un male atteint, il faut conseiller de ne plus faire reproduire
sa mere, celle-ci étant forcément porteuse de 1’alléle muté et pouvant produire statistiquement

50% de males atteints dans sa descendance. Dans le cas, plus rare, de I’identification d’une
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femelle atteinte, il faut conseiller de ne plus la faire reproduire, car elle produira
statistiquement 100% de femelles porteuses et 100% de males atteints dans sa descendance. Il
faudra également faire attention a 1’utilisation en reproduction de ses fréres et sceurs car le

pere d’une femelle atteinte est atteint et sa mere est porteuse.

Il faut également conseiller de prévenir les propriétaires des autres chiens de la fratrie
lors du diagnostic d’un individu atteint, afin qu’ils soient examinés réguliérement par un

vétérinaire ophtalmologiste.

Si I’on s’intéresse a la grille de cotation des Border Collie (se reporter a la figure 9
page 46), nous pouvons remarquer que les chiens c6té 5 points sur 6, sont des reproducteurs
qui n’ont pas eu besoin, pour atteindre ce niveau de cotation, de subir un examen de dépistage
des MHOC. Ainsi, afin d’éviter que des chiens atteints puissent reproduire et atteindre un
niveau de cotation élevée, il serait bien d’instaurer, dés la cotation 1 point, le dépistage

systématique des MHOC.

6. Apport du modéle canin dans la recherche de génes responsables de maladies
humaines

De nombreuses maladies canines sont homologues a des maladies humaines car elles

présentent les mémes symptémes cliniques.

La sélection canine fait que 1I’on peut considérer chaque race comme un isolat
génétique. Chaque race de chiens est constituée d’une population trés homogene ; la sélection
et le maintien des traits qui lui sont propres ont souvent été a 1’origine de la co-sélection de
mutations délétéres et de variants dans des genes codant pour des traits d’intérét. Les
mutations ainsi co-sélectionnées peuvent étre a 1’origine de maladies héréditaires qui peuvent
atteindre des incidences ¢levées dans certaines races du fait d’'une consanguinité trés présente

dans les pratiques d’élevage [36].

Dans la recherche de modéles d’études pour les maladies humaines, le modéle canin
a ’avantage de présenter des maladies héréditaires spontanées contrairement aux modeles
murins ou le plus souvent les maladies sont provoquées de facon artificielle. De plus, chaque
maladie étant le plus souvent spécifique d’une race ou d’un petit nombre de races,

I’identification des génes responsables des maladies héréditaires est le plus souvent plus facile
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chez le chien que chez ’homme. En effet, tous les chiens appartenant a une méme race ont un
fond génétique commun permettant de réduire le bruit de fond lié a la variabilité du génome
de chaque individu. Il est aussi beaucoup plus facile de recruter un nombre important
d’individus atteints et d’établir des liens de parenté chez le chien. D’autre part, le chien
présente un suivi médical fréquent et régulier, nous permettant d’avoir un suivi précis de

1I’évolution d’une maladie [41][42][43][44].

Ainsi, I’identification des causes génétiques d’une maladie canine permet de cibler
de nouveaux génes candidats, ou de nouvelles voies métaboliques, a 1’origine de maladies
humaines. Le travail réalis¢é sur I’APR chez le Border Collie permettrait de trouver
potentiellement un nouveau géne impliqué dans des rétinopathies pigmentaires humaines liées
a I’X. A I’heure actuelle, chez I’homme, un seul géne a pu étre identifié comme impliqué dans
une RP liée au chromosome X — XLRP-, il s’agit du géne RPGR [27] et trois loci, RP2, RP24
et Xg28, dont les génes ne sont justement pas encore identifiés [27][48][55][80][136]. Ainsi,
le géne recherché dans la PRA du Border Collie pourrait venir compléter utilement cette liste

et donc fournir un nouveau géne pour expliquer une partie des XLRP humaines.

Un exemple marquant de [’utilisation et du potentiel du modéle canin dans la
recherche de genes et la thérapie de rétinopathies humaines est celui de Briards atteints de
Cécité nocturne congénitale stationnaire (cnsb), due a [I’altération du geéne RPE6S,
I’équivalent de I’Amaurose Congénitale de Leber. Comme le méme gene est muté dans les
deux espéces, des protocoles pour des essais de thérapie génique chez le Briard ont été mis en
place par 1I’équipe de F. Rolling a P'INSERM a Nantes, en France et par I’équipe de G.
Aguirre de 1’Université de Pensylvanie, aux Etats-Unis [72][97]. Ces essais fructueux chez le
chien ont été suivis par des essais de thérapie génique chez ’Homme, réalisés par plusieurs

équipes internationales.
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Conclusion

L’APR chez le Border Collie entraine une cécité a plus ou moins long terme. A
I’heure actuelle, le seul moyen de diagnostic est I’examen oculaire qui ne permet qu’un
diagnostic tardif. L’objectif de ce travail a été de chercher une mutation génétique en lien
avec I’apparition de I’APR chez le Border Collie, afin de pouvoir connaitre, avant la mise a la

reproduction, le statut des reproducteurs et ainsi d’éviter de produire des animaux atteints.

La prévalence de cette maladie a été déterminée a partir de 1’¢tude de 2037 certificats
de dépistage des MHOC. 11 est de 8,32% si I’on ne tient pas compte du sexe, 1,97% chez les

femelles et atteint 16,39% chez les males.

Une étude génétique d’association a permis l’identification de loci autosomiques.
L’analyse de ces loci a conduit a la sélection d’un géne candidat: ABCG1 qui est un
précurseur des pigments visuels exprimé au niveau de la rétine. Son séquencage n’a pas

permis de mettre en évidence de polymorphisme ségrégeant avec la maladie.

Les études menées jusqu’a présent, orientent tres fortement vers une transmission
liée au sexe de maniére absolue. Face aux difficultés rencontrées depuis plusieurs années dans
la recherche d’une mutation sur le chromosome X, I’é¢tude de régions non liées a ce
chromosome et pouvant comporter des genes modulateurs est une piste a explorer. Toutefois,

les recherches d’un geéne majeur sur le chromosome X doivent étre poursuivies.
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Glossaire

Acrocentrique : qualifie un chromosome dont le centromeére est proche d’une extrémité.

Alléle(s) : une (ou plusieurs) version(s) d’un méme gene. Si I’individu porte le méme alléle
sur ses deux chromosomes homologues, il est dit homozygote. Si I’individu a deux all¢les

différents de ce géne, il est dit hétérozygote.

Atrophie : diminution du nombre ou du volume des éléments cellulaires constitutifs d’un

tissu.

Autosome : tout chromosome a I’exception des chromosomes sexuels.

Cani-DNA : base de données contenant I’ADN de chiens de toutes races, atteints ou non de
maladies génétiques ainsi que les informations cliniques et généalogiques correspondantes.
Cette base a été développée et gérée par le laboratoire « génétique et développement » du
CNRS de Rennes en collaboration avec le laboratoire Antagene et les écoles vétérinaires de

Maison-Alfort et de Nantes.

Chromosome : structure filiforme composée d’ADN et de protéines. Les geénes sont disposés

le long des chromosomes.

Dégénérescence : perte des qualités morphologiques et fonctionnelles de la structure atteinte.

Déséquilibre de liaison : association préférentielle entre deux all¢les au sein d’une population.

Dysplasie : défaut de développement d’un tissu ou d’un organe se traduisant par une
immaturité morphologique et physiologique.

Dystrophie : affection résultant de la nutrition déficiente d’un tissu ou d’un organe

normalement différencié.

Exons : Fragments de géne dont la séquence d’ADN, apres transcription, se retrouve dans les
ARNmM maturés. Cette partie du géne est le plus souvent codante, donc traduite en protéine.
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Genes : les genes représentent les unités physiques et fonctionnelles élémentaires de
I’hérédité. L’ensemble des génes et des portions non-codantes de ’ADN d’un organisme
constitue son génome.

Génotype : combinaison des alleles chez un individu pour un ou plusieurs genes.

Héréditaire : se dit d’un caractére qui se transmet de génération en génération.

Hétérosome ou gonosome : chromosomes sexuels (X et Y chez les Mammifeéres).

Identical By Descent : se dit de deux ou plusieurs alléles qui sont des copies identiques du

méme alléle ancestral.

Incidence : Le taux d'incidence est le nombre de nouveaux cas observés dans une population

donnée, divisé par la taille de cette population et la durée de la période d'observation

Intervalle de confiance : permet d’évaluer la précision de I’estimation d’un paramétre

statistique sur un échantillon.

Introns : Fragment d'un géne situé entre deux exons. Les introns sont présents dans I'ARNm

immature et absents dans I'ARNm mature. Fragment "non codant™ du gene.

Locus/Loci : emplacement(s) physique(s) précis et invariable sur un chromosome.

Lod score « Z » : estimation de la probabilite de liaison entre deux marqueurs.

Marqueurs polymorphes : loci présentant plusieurs alleles qui vont servir de balise le long des

chromosomes.

Métacentrique : se dit d’un chromosome dont le centromére est central.

Mutation : toute modification de la séquence de I’ADN a partir du génome sauvage.
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Odds Ratio : rapport de la probabilité d’un événement dans une population étudiée sur la

probabilité de ce méme évenement dans une population témoin.

Pénétrance : en génétique la pénétrance est la portion d’individus possédant un génotype

donné qui exprime le phénotype correspondant.

Pénétrance incompléte : des individus de génotype identique n’expriment pas tous le méme

phénotype.

Phénotype : il constitue le résultat de I’expression du génotype.

Prévalence : mesure de 1’état de santé d’une population a un moment donné. C’est le rapport

entre le nombre d’individus atteint sur le nombre d’individus composant la population.

p-value : probabilité d’obtenir la méme valeur du test si I’hypothése nulle était vraie.

Recombinaison : échange réciproque de matériel génétique entre chromosomes homologues,

survenant en général au moment de la méiose au niveau des chiasmas.

SNP : variation d’une seule paire de bases du génome entre individus d’une méme espece.

Taux de recombinaison 6 : pourcentage de recombinaison entre deux marqueurs qui se

produisent lors de la méiose, permet d’évaluer la distance génétique entre les deux marqueurs.

Test de ¥?: permet de tester 1’adéquation d’une série de données a une famille de lois de

probabilité ou de tester I’indépendance entre deux variables aléatoires.
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ANNEXE : Examen de confirmation du Border
Collie (d’apres [123])

| Confirmation des Border collies

Date : Lieux :

Nom de l'expert :

Nom du chien ; Néle) le :
Propriétaire : Producteur |

Utilisation : Ovin Bovin Troupeau Loisirs  Autres :
Identification :
Tatouage N°.........covvvvenn. Endroit © ...coveevereeannn Lisible : QUI| NON|

Absence d'identification D

EXAMEN PHYSIQUE NOTE Chwinasbepow T Dlwnetsiy

Le chien est atlache, le malire ast & plus de 20 melres : ce test est a realkser hors
de [a présence des animaux (dans la cour de ferme par ex,)

I - L'examinateur s'approche du chien pour le toucher :
Le chien est content ou indifférent (stable)

Le chien est méfiant, réservé ( sensible)

Le chien recule, cherche a fuir ( craintif)

Le chien cherche a mordre, signes d'agressivité{agressif)

QO = wo;m

Il - L'examinateur prend le chien en laisse :
Le chien marche a coté (soumis)

Le chien va et vient, regarde ailleurs { distrait)
Le chien se tient devant et tire ( décideur)

Le chien se tient derriére et tire ( inquiet)

- s,

lIl- L'examinateur manipule le chien :

Le chien se laisse manipuler sans réserve, il est confiant (stable)
Le chien se laisse manipuler mais il est méfiant (inquiet)

Le chien refuse la manipulation: fin du test (instable)

oW

Hauteur au garrot @ ............ Cm Tour de poitrine & .........cc...... Cm
Couleurdelarobe : ........ivcicimniiccrienianinnienns Blanc dominant

Nature du poil & ....ovvcriiiiiniinnaninns

Dentition:  Bonne dentition et bon articulé dentaire
Hors normes ( prognathe, absence de dents,...) lolérance PM1

Pour les males : Présence des 2 testicules [OUI| NON |

EXAMEN AU TROUPEAU NOTE
Conditi ju test

Lo tos! doif salfaciuer sur un jol important dovins (+ de 30 brebis) ou de 5 ou 6 genisses | certains ékments pouvant infuer sur e
comportement ou chien pendant le les! au froupeau. ¥ est donc smportant de noter les conadions du tes!

PO POUVOIr en tenir comple lors de Mevakiation,

Nombre et Race des animauX © ............covvveeeiincrncnnnns

Type d'animaux (brebis pleines. brebis suitées, agnelles,béliers, autres...) : ...........................

Animaux habitués a étre manipulés au chien : [OUI | NON|
Conditions climatiques Soleil Pluie Vent Neige Autre

Typede Terrain = .....coourrimmieiiiiiiiiiecinaireneenecicn
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Les animaux sont dans un cercle
INTERET

Le rest sivant, réadse en fabsence du maitre, doff permeltre de vénfier si ke chien @ un nNtérdt powr e troupeay
ol une motvation suffisamment forte maigré fa non-participaion de son maftre.

L'atfude du chien est ugée 4 chacune des 4 phases.

Cetle analyse sera late en prenant en compte fage du chien ef son nveau de dressage, donc de sourmission
a son mailre.

| - L'examinateur s'approche des animaux avec le chien en laisse sur environ 20m
puis fait un tour autour du cercle :

Marche au pied en fixant les animaux (motivé-soumis) 5
Tire en avant (motive-décideur) 4
Suit sans regarder les animaux (inhibé) 1
Tire en arriére, cherche a fuir (inquiet) 0
Il - Le chien est laché a une distance de 20m des animaux au cercle :
Part aux animaux et se positionne (rabatteur) 5
Part et encercle (contient} 4
Part et se bloque 3
Reste aux pieds et fixe les animaux (passif) 1
Est indifférent (reste ou vagabonde) 0
1l - L'examinateur rejoint le troupeau et fait bouger les brebis :
Le chien bouge avec les brebis, mais sans se positionner ( subi) 3
Cherche surtout a se positionner a midi (rabatteur) 5
Cherche surtout a encercler (contient) 4
Bouge peu ou pas, mais fixe les animaux (passif) 1
Est indifférent 0
Observation du port de faqueue : ~ Normal 3
Entre les pattes 2
En l'air, chien non excité 1
En I'air, chien excité 0
Observation de I'aboiement : N'aboie pas 2
Aboie 0
IV - L'examinateur revient seul vers le point de départ :
Le chien reste aux animaux (motivé) 5
Revient avec l'examinateur (dependant) 2
Retourne vers son maitre ou le cherche (inquiet) 1
Vagabonde 0

Travail sur les animaux en liberté
PUISSANCE ET OEIL

La pwissance es! la capacilé du chien & obtenir ko mouvement des animaux.

L'ooll est 4 la tols Mexpression de fa capacite du chen & se concentrer Sw kes anmaux et o

moyan par lequel § fes place sous son confrdle.

La prise de possession, cest la fagon dont le chien aborde ke troupeau, §f combine l'osd el la puissance.

On trouve plusieurs fypes de comportement :

* encevcleur-tloquewr ; ke chien empéche e mouvement

* pousseur : e chien manque de mouvement crculare (risque de perte de brebis)

* aclateur

Tous les fypes infermadialres existent mais ¥ faut rechevcher Fattiiude du “chasseurrabatiaur” vers le maive
(sournission).
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V - Les animaux sont sortis du cercle, I'examinateur encourage le chien
(le maitre est absent) :
Crest ratotude (a plis marquée qui est cochée

Contréle les animaux pour le conducteur (actif) 5
Provoque le mouvement et contrdle les animaux pour lui (actif-indépendant) 4
Accompagne le mouvement (passif) 2
Abandonne les animaux et retourne vers son maitre (inquiet-non motivé) 1
Poursuit, &clate, agresse (prédateur) 0
RETOUR DU MAITRE
VI - Le chien est au pied du maitre qui I'envoie au troupeau pour une recherche a 50-100m :
o motrs 8 s Au motrs § pts
Recherche : pour T
Cest l'atotude (a plus proche dune réponse qui est cochde
Bonne 6
Trop large 5
En allant droil sur le troupeau 4
En coupant l'axe 3
Avec plusieurs relances 2
Le chien reste au pied 1
Le chien pan, indifférent au troupeau 0 o
Prise de possession :
A l'opposée 5
Sur le coté 4
Pas d'opposé 3
Amenée :
Ameéne le troupeau vers le maitre 5
Pousse le troupeau mais ne I'améne pas 3
Ne démarre pas le troupeau 0
Attitude/observation :
Encercle et bloque 2
Eclate 1
Indifférent au troupeau 0 PR
Observation du port de laqueue :  Normal 3
Entre les pattes 2
En I'air, chien non excité 1
En I'air, chien excité 0
Observation de I'aboiement : N'aboie pas 2
Aboie 0
VIl - Le maitre fait travailler le chien sur les animaux en liberté :
Contréle les animaux. les rabat vers son maitre(motivé-structurant) 5
Encercle et contréle{actif-indépendant) 4
Se blogue sur l'ceil ( passif) 2.a
Le chien poursuit et éclate (prédateur) 2b
Est indifférent aux animaux 0
VIl -Le maitre demande a son chien de controler le troupeau autour de
lui pendant qu'il attrape une brebis ou touche une génisse :
Le chien contient les brebis (encercleur soumis) 5
Le chien a du mal a contenir sur le maitre (subi en controlant)
Le chien ne controle pas et ne serre pas ( subi sans controler) 1.a
Le chien s'excite, aclate (inquiet) 1.b
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Avmoins 7 pes Al ok 4 pis

MENTAL pour T1

IX - Le troupeau étant bloque, I'examinateur provoque un affrontement
entre le chien et certains animaux :

Le chien cherche & mordre le nez des animaux 5.a
Est présent mais ni fuyant, ni mordeur 5.b
Cherche a mordre n‘importe ou, mais ne s'excite pas 4
Agresse el s'excite 1
Refuse l'affrontement mais reste présent 2
Cherche a fuir 0
Observation du port de laqueue :  Normal 3
Entre les pattes 2
En l'air, chien non excité 1
En l'air, chien excité 0
Observation de I'aboiement | N'aboie pas 2
Ame o hne

Le lot danimaux es! enfermé dans un parc {parc de i, batment. bord de cidlure. .. ), relatvement serré.
Le mailre enfre dans e parc avec son chian.

X - Le maitre incite le chien a passer entre la barriére (ou le mur) et les animaux po  Aumoinsepn  Au mobmsd pis
Le maitre suit le chien. lls font un passage dans un sens, puis dans |'autre : pour TI

Le chien avance et passe entre les animaux et la paroi 5
Hésite mais passe 4
Passe en agressant 3
Refuse de passer et a peur 0
Observation du port de laqueve :  Normal 3
Entre les pattes 2
En l'air, chien non excité 1
En l'air, chien excité 0
Observation de I'aboiement : N'aboie pas 2
Aboie 0 a
APPRECIATION GENERALE DE LA PUISSANCE ET DE L'EIL :
La puissance du chien :
IO—--»1-—--2~--3---4-—~-S-—--6-—--7-—---8----9-—--10->
Nulle Faible Moyenne Forte Tras Forte

L'ceil du chien :

0—--1—--2—-3-—-4-—5—f—n-7——8—-9-—10->

Nul Faible Moyen Fort Exces

Date: Nom de l'expert !
Lieu :
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OLIVIER AMANDINE

L’ATROPHIE PROGRESSIVE DE LA RETINE CHEZ LE CHIEN :
CONTRIBUTION A L’ETUDE GENETIQUE CHEZ LE BORDER
COLLIE

Thése d’Etat de Doctorat Vétérinaire : Lyon, 25 Octobre 2013

RESUME : L’atrophie progressive de la rétine ou APR entraine une cécité plus ou moins
totale a long terme. Diverses mutations a 1’origine de cette maladie sont connues dans de
nombreuses races mais pas chez le Border Collie. Dans une premiére partie, nous rappelons
les différents modes de transmission des maladies génétiques, les outils disponibles pour la
recherche des genes responsables des maladies génétiques, ainsi qu’un rappel sur I’anatomie
et la physiologie de I’eeil. Les principales caractéristiques du Border Collie ainsi que les
maladies oculaires et plus particulierement 1’APR ségrégeant dans cette race sont également
présentées. Dans une deuxiéme partie, nous décrivons notre travail de recherche d’une
mutation génétique en lien avec I’APR chez le Border Collie. L’¢étude détaillée d’un arbre
généalogique de plus de 700 chiens et la constitution d’une base de données regroupant 2037
certificats oculaires ont apporté des éléments diagnostique et généalogique majeurs pour les
analyses génétiques. Le séquencage du geéne candidat autosomique ABCGI1 n’a pas permis
d’identifier de mutation ségrégeant avec I’APR chez le Border Collie.
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