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L ISTE DES ABREVIATIONS

a-MSH = Alpha-melanocyte stimulating hormone

ADAMTS10= A disintegrin-like and a metalloprotease with thimyspondin type 1 motif 10
ADN = Acide désoxyribonucléique

APR = Atrophie progressive de la rétine

BAC = Bacterial artificial chromosome

CHUVA = Centre hospitalier universitaire vétérirad Alfort.

cM = Centimorgan

cR = Centiray

DSCR9=Down syndrome critical region gene 9

ENVA = Ecole nationale vétérinaire d’Alfort

ERG = Electrorétinogramme

F =Foward

FGF =Fibroblast growth factor

FISH =Fluorescent in situ hybridization

Gb = Giga bases

HERC2 =HECT and RLD domain containing E3 ubiquitin protbgase 2
HGF =Hepatocyte growth factor

HGS =Hepatocyte growth factor-regulated tyrosine kinagbstrate
IgG = Immunoglobuline G

IRF4 =Interferon regulatory factor 4

kb = Kilobases

KCS = Kérato-conjonctivite séche

LD = Déseéquilibres de liaison

LOD = Logarithm of odds

LYST = Lysosomal trafficking regulator

Mb = Mégabase

MYO = Myociline

NPLOC4 =Nuclear protein localization 4 homolog (S. cereassi
OCA2 = Oculocutaneous albinism type 2

pb = Paire de bases

PCR =Polymerase chain reaction

PDEG6G =Phosphodiesterase 6G, cGMP-specific, rod, gamma
QTL = Quantitative trait locus

R =Reverse

RH =Radiation hybrids= hybrides d’irradiation

SCL45A2= Solute carrier family 45, member 2

SINE =Short interspersed nuclear element

SLC2A4 =Solute carrier family 2 (facilitated glucose tranuster), member 4
SNP =Single Nucleotide Polymorphism

STS =Sequence Tagged Sites



TK = Thymidine kinase

Tm = Température d’hybridation des amorces
TTC3 =Tetratricopeptide repeat domain 3
TYR =Tyrosinase

TYRP1 =Tyrosinase related protein 1

USA =United States of America

UTR =UnTranslated Region

YAC = Yeast Artificial Chromosome

10



| NTRODUCTION

Chez les chiens de race beagle, dans certaineSepadsues de parents aux yeux
marron, sont apparus des chiots ayant les irisodéear bleue. Ces chiots avaient les deux
yeux bleus, les yeux vairons (un ceil bleu et un matron) ou bien hétérochromiques
(présence de plages bleues et marrons dans le méne

Nous nous sommes intéressés a des chiots beagentast des yeux vairons ou
bleus, issus de pedigrees expérimentaux de chidags ces pedigrees, il n'est pas
souhaitable d’avoir des chiots ayant les yeux hlees derniers sont donc écartés de la
reproduction. Aucune étude concernant le potectehctere héréditaire des « yeux bleus »
n'avait donc été possible jusqu’a présent.

Nous avons souhaité comprendre le déterminismeydag bleus chez le beagle.
Cependant, chez le chien, le mécanisme gouveraactuleur des yeux est tres mal connu.
En revanche, chez 'lhomme plusieurs genes impligiaés la pigmentation de I'ceil ont été
découverts. Le but de notre étude était d’étudigpHénotype « yeux bleus » : impact de la
couleur de l'iris sur I'anatomie et la fonctionriélide I'ceil ; de déterminer si les yeux bleus
étaient héréditaires ; de déterminer leur éventgale de transmission ; et de rechercher la ou
les éventuelles mutation(s) causale(s).

Dans la premiere partie de ce manuscrit nous rappdlanatomie et la pigmentation
du globe oculaire ainsi que les examens ophtalngpleg réalisables chez le chien. Ensuite,
nous faisons le point sur les différents genesigupk dans la pigmentation de I'ceil décrits a
ce jour chez I'homme, en abordant les difféerenéebiiques génétiques disponibles pour la
recherche d’'un géne.

Dans une seconde partie, nous détaillons les ¢onsgliet les résultats de notre étude
experimentale qui a porté sur la caractérisatioplignotype « yeux bleus » rencontré chez
des beagles présents a I'Ecole nationale vétéeirdiklfort (ENVA). Puis nous rapportons
les résultats de I'étude génétique et moléculai® mpus avons menée et qui visait a mettre
en évidence le mode de transmission et la ou l¢atimn(s) causale(s) des yeux bleus.
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|. Structure et pigmentation du globe oculaire chez le
chien

L'ceil présente différents tissus dont certains spigmentés. Selon le degré de
pigmentation, la coloration de l'iris et 'aspeat tbnd d’ceil vont varier. Dans cette premiere
partie bibliographique, nous traiterons du phépetge la couleur de l'iris chez le beagle
ainsi que des spécificités du fond d’ceil canin.

Dans une premiere partie, nous décrirons la streictiu globe oculaire. Dans une
deuxieme partie nous étudierons les mécanismesagénde la pigmentation, puis dans une
troisieme partie nous décrirons les spécificitéSadd concernant cette pigmentation.

I.1. Structure du globe oculaire

Le globe oculaire est formé de trois tunigueggre 1) : la tunique fibreuse (la plus
externe), la tunique vasculaire et la tunique nesegla plus interne). Ces trois tuniques sont
détaillées ci-apres.

De plus, le globe oculaire comporte des milieuxraotulaires transparents : I’hnumeur
aqueuse, le vitré et le cristallin (lentille bicexe). Ces milieux, n’'intervenant pas dans la
pigmentation de I'ceil, ne seront pas étudiés ici.

Figure 1 : Coupe schématique du globe oculairelderc

Sclére
Humeur aqueuse Choroide
Comé: Rétine
Nerf optique
Cristallin
Iris
Vitré
Corps ciliaire _ .
Fibres zonulaires
- Tunique fibreuse

===ms |UNIQque vasculaire
Tunique nerveuse
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[.1.1. La tunique fibreuse (47)
La tunique fibreuse est formée par la sclére ebtaée.

La sclere est opaque et blanchatre. Elle est ¢oéstd’un tissu conjonctif dense et de
fibroblastes. De plus, elle est traversée par dessgaux ciliaires et des nerfs ciliaires.

La cornée est une structure totalement transpar@tisence de vaisseaux, de
pigmentation et de dépots).

La tunique fibreuse ne comporte aucune cellule pigée, elle n’intervient donc pas
dans le caractére phénotypique étudié ici.

[.1.2. Latunique vasculaire

La tunique vasculaire, également dénommeée uvéepaxe l'iris, le corps ciliaire, la
choroide. (47)

[.1.2.1. L’iris

L’iris est un diaphragme qui part du corps ciligjosqu’a la surface antérieure du
cristallin ; en son centre il est percé par la pepll peut moduler 'ouverture de la pupille
grace au muscle sphincter de la pupille innervéelgm fibres parasympathiques du nerf
oculomoteur (lll) et le muscle dilatateur de la #lep innervée par les fibres
orthosympathiques. La fonction de I'iris est detocdler la quantité de lumiére qui passe par
la pupille. Lors de faible éclairage, la taille ldepupille augmente (mydriase), ce qui permet
d’augmenter le nombre de stimulations des cellplestoréceptrices qui sont situées dans la
rétine. Lors de fort éclairage, la taille de la iflepdiminue, ce qui permet de diminuer le
nombre de stimulations des cellules photorécestri@i)

La structure de liris est divisée en face ant@gelstroma, muscles sphincter et
dilatateur et épithélium postérieur. (47)

La face antérieure est bordée par des fibroblastesc de larges espaces
intercellulaires. Sous cette couche de fibroblastaes ou plusieurs couches de mélanocytes
sont présentes et ces couches s’entremélent. haalgs de pigment des mélanocytes ont une
forme en fer de lance a ovale. (47)

Le stroma de l'iris est composé de fibres de cell@s (en quantité importante), de
chromatophores (mélanocytes) et de fibroblastes.niélanocytes sont surtout situés autour
des vaisseaux sanguins. Les granules pigmentaitefaas I'ensemble une forme ovale et en
batonnets. La coloration de I'iris dépend en patida pigmentation du stroma de [l'iris. Les
variations de couleur de l'iris dépendent de langjtéade pigments, du type de pigment et du
degré de vascularisation du stroma. (47)

Le muscle sphincter de l'iris est situé postérimert au stroma et circulairement
autour de la pupille chez le chien. (47)

La face postérieure de l'iris est constituée dexdmuches de cellules épithéliales. La
couche antérieure est en continuité avec I'épitinélpigmenté du corps ciliaire. Cette couche
est formée par des cellules myoépithéliales quitieonent des granules pigmentaires (de
mélanine). De plus elle comprend le muscle dilatatie I'iris qui va du muscle sphincter a la
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périphérie de l'iris. La couche postérieure ess ppggmentée et elle est en continuité avec
I'épithélium non pigmenté du corps ciliair&igure 2 (47)

[.L1.2.2. Le corps ciliaire

Le corps ciliaire est situé en arriere de I'irig $oute la circonférence du globe. Il
permet la production de 'humeur aqueuse et il dansertion aux fibres zonulaires entourant
le cristallin. Lors de contraction du corps cileites fibres zonulaires tirent sur le cristallin,
ceci permettant 'accommodation. Le corps ciliaggt trés pigmenté et la pigmentation
diminue avec I'age. Histologiquement, le corpsafié est constitué d’'un proces ciliaire, de
muscle ciliaire et de I'angle irido-cornéen. (47)

Le proces ciliaire est composé d’'un stroma avec \désseaux sanguins et d’une
double assise de cellules épithéliales. La coupitaéddiale la plus interne est non pigmentée.
Elle est prolongée antérieurement par la couch&pesre de I'épithélium pigmenté de l'iris
et postérieurement par la neurorétine. La couckib@jale la plus externe est pigmentée. Elle
se poursuit antérieurement par la couche antéraifepithélium de I'iris et postérieurement
par I'épithélium pigmenté de la rétin€igure 2 (47)

Figure 2 : Organisation de la rétine et continuéeec le corps ciliaire et 'iris (48)
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[.L1.2.3. La choroide et le tapis
La choroide se situe entre la sclere et la rékHe.tapisse le pble postérieur de I'ceil.
Elle est richement vascularisée et pigmentée, oantede nombreux mélanocytes riches en
mélanosomes (granules pigmentaires). La choroidegole une couche de réseau de petits
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capillaires anastomosés connu sous le nom de crengleoriocapillaire, situé juste sous
I'épithélium pigmentaire de la rétine. Elle possétdas la zone dorsale du fond d’ceil une
structure appelée le tapis. (47)

Chez le chien, le tapis est de type cellulaire,efppapetum lucidum cellulosum. II
augmente la stimulation des photorécepteurs eéctéfisant les rayons lumineux, ce qui est
un avantage en faible luminosité-iqure 3. Le tapis se développe tardivement au cours de
la croissance jusqu’a I'age de 4 mois. A I'examarfahd d’ceil, le tapis couvre plus de 30%
de la superficie supérieure du fond d’'ceil. Il a doene de triangle équilatéral aux bords
arrondis. (41)

Figure 3 : Emplacement et fonction du tapis choidle type cellulaire chez le chien (41)
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de la rétine
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Choroide

Sclere

Les capillaires (C) sont représentés en violetravearsent perpendiculairement le
tapis pour émerger sous I'épithélium rétinien. Egard du tapis, I'épithélium de la rétine est
non pigmenté permettant le passage des rayons éuwmxin

Le trajet lumineux est représenté par une flechamga: 1.Rayon lumineux entrant ;
2.Premiére stimulation des cones et des batonndiReflexion sur le tapetum lucidium ;
4.Seconde stimulation des cbnes et des batonrigts.(4

Chez le chien, le tapis est composé de coucheselides rectangulaires. Il est
interposé entre les gros vaisseaux du stroma dedeoide et le complexe choriocapillaire ;

ainsi des vaisseaux sanguins pénetrent dans le papir alimenter les choriocapillaires
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(Figure 3. L’épaisseur du tapis varie. En son centrestilneulticouche et il sS"amincit pour ne
former qu’une seule couche de cellules vers Igppérie et la zone adjacente au nerf optique.
Au bord externe du tapis, les cellules du tapist gpogressivement remplacées par des
mélanocytes de la choroide. Ainsi les couches danoéytes augmentent progressivement
vers la périphérie du tapis. Les cellules du tapis un cytoplasme rempli de granules
contenant des matériaux réfléchissants (cystéine) de méme que les mélanocytes du tapis
dont les granules sont remplis de mélanine. Ladgatifférence entre ces deux cellules
(mélanocytes et cellules du tapis) est le fait psecellules du tapis ont une répartition trés
ordonnée de leurs granules en forme de batonnatsagement aux mélanocytes ayant une
répartition aléatoire des grains de mélankigyre 4. (41)

Figure 4 : Coupe histologique du tapis d’'un chiem\sous microscope électronique (41)

Les cellules du tapis ont dans leur cytoplasmeb@ésnnets bien ordonnés (points
noirs). r. neurorétine ; rpe. épithélium pigmentadle la rétine ; c. capillaires ; t. tapetum
lucidium ; tc. cellule du tapis.

[.1.3. Latunique nerveuse

La tunique nerveuse, également dénommée rétine;oestituée de deux couches :
I'épithélium pigmentaire de la rétine et la neutor@ La rétine est la tunique la plus interne
de I'ceil. Elle est responsable de la transmissiosignal lumineux aux fibres du nerf optique.
La rétine est irriguée par deux systémes vascslaites vaisseaux de la choroide et les
vaisseaux rétiniens. (12)
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[.1.3.1. L’épithélium pigmentaire
L’épithélium pigmentaire de la rétine est constiiéne seule assise de cellules
cuboides remplies de mélanosomes. Il est étroiteatdrérent a la choroide dont il est séparé
par la membrane de Bruch. Cette derniere laissgepakes petites protéines et permet les
échanges entre la choroide et I'épithélium pigmenté34) (47)

En regard de la zone du tapis, I'épithélium pigragatne présente pas de pigment de
mélanine ; il est transparent et laisse passemigere. Figure 5. En regard de la zone sans
tapis, I'épithélium pigmentaire est rempli de pigrtseemélaniques qui peuvent se répartir dans
la cellule de facon différente en fonction de l&@ament. En effet, en phase d’éclairement,
les pigments mélaniques migrent vers les villosiiépoble apical des cellules qui s’'insinuent
entre les cellules photoréceptrices. lls protéeglss segments externes des cellules
photoréceptrices lors d’une luminosité trop impoiga A I'inverse, a I'obscurité, les pigments
quittent les villosités et migrent vers le pole datissant parvenir un maximum de lumiére
jusqu’aux cellules photoréceptricégigure 6 (47) (57)

Figure 5 : Coupe schématique de fond d'ceil de ctiigh
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Figure 6 : Micromouvements pigmentaires rétinisass l'influence de la lumiefd8)

Epithélium
pigmentaire
Photorécepteurs
Obscurité :

Les pigments mélaniques migrent Les pigments migrent vers le pole
vers le pble basal des cellules de apical des cellules et protége les
Pépithélium et découvrent les segments externes des béitonnets,
segments externes des évitant ainsi leur safuration.
photorécepteurs, alors exposés aux
rayons lumineux,

La fonction de I'épithélium pigmentaire est fondantade (57) :

e il intervient en tant qu’écran,

* il est responsable de la nutrition des couchesmesede la rétine,

» il sélectionne les molécules transitant vers leneet

» il régule le développement et la régénération thesquécepteurs. (57)

.1.3.2. La neurorétine

La neurorétine se situe en avant de I'épithéliugmantaire. Structure transparente,
elle se compose de cellules nerveuses (photorésspteellules bipolaires, cellules
ganglionnaires, cellules horizontales, cellules @mas) et de cellules de soutien de la rétine
(cellules de Miiller). Ces dernieres jouent un ileictural et nutritionnel pour les cellules
nerveuses. (29) (34) (57)

Le signal lumineux est recueilli par les photoréeaps, dont il existe deux catégories :
les batonnets et les cones.

Les batonnets ont un seul type de photopigmentrhddopsine. lls contribuent a la
vision achromatique. lls ont également une fortesidité a la lumiere et sont saturables : ils
sont adaptés a une vision en ambiance scotogummbre).

Chez le chien, les cbnes sont constitués de dees tgfe photopigments (nommés les
opsines) : certains absorbant dans le bleu, etu@ss absorbant dans le vert. lls contribuent a
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la vision des couleurs. Leur sensibilité lumineesefaible et non saturable : ils sont adaptés a
une vision en ambiance photopidi@rte luminosité). (29)

Aprés avoir été recueilli par les cellules photegidces, le signal lumineux est
transmis de facon verticale et horizontale. La gnaission verticale se fait des cellules
photoréceptrices aux cellules bipolaires puis Vesscellules ganglionnaires. La transmission
horizontale se fait via les cellules horizontalésamacrines, ces derniéres jouant un role
d’intégration et de modulation du signal. Les debBu ganglionnaires transmettent les
informations lumineuses au cortex cérébral vidilees du nerf optique (axones des cellules
ganglionnaires) qui se dirigent de fagon centripets la papille (émergence du nerf optique).
(Figure 7) (29) (34)
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Figure 7 : Organisation schématique de la rétin)(3
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|.2. Pigmentation des tissus

Les mélanocytes sont responsables de la pigmemtddi® tissus (peau, poils, ceil). lls
ont une origine ectodermique et dérivent de laecn&urale. lls migrent dans I'organisme au
cours du développement embryonnaire. (1)

Les mélanocytes synthétisent des pigments : leammés. Il existe deux types de
pigments : I'eumélanine (noir-marron) et la phéanéle (jaune-orangée). Ces deux
derniéres sont produites a partir de la L-tyroSnant une cascade d’évenements décrite
dans laFigure 8 (1)

Figure 8 : Synthese des mélanines (1)
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La tyrosine peut aboutir a deux types de pigmanphiéomélanine et 'eumélanine, en
fonction de la voie de synthése. Les enzymes satdlyles différentes réactions sont
indiquées en vert entre les substrats et produitsgnt encadrés.
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La synthese des mélanines est soumise a destiégslaomplexes en particulier par
des hormones et des cytokinea-MSH (alpha-melanocyte stimulating hormoneé=-GF
(fibroblast growth factor basique, HGFhepatocyte growth factprinsuline ; ainsi que par
certaines prostaglandines. (1)

Les mélanocytes contiennent des mélanosomes qudssrorganites cytoplasmiques,
vésicules apparentées aux lysosomes. Les mélanesameremplis d’enzymes permettant la
synthese de mélanine. (1)

Il existe quatre stades de développement des nedlares: les stades | et |l
(prémélanosomes) ou les organites ne sont pas isedaie stade Il présentant une structure
interne filamenteuse, le stade Ill ou la mélaniaeimule, le stade IV ou 'accumulation de
mélanine est telle que la structure interne lanrella’est plus visible. La pigmentation des
tissus se fait ensuite par le transfert des métanes des mélanocytes a d’autres cellules. (1)

1.3. Spécificités de la pigmentation de I'cell

En fonction de la couleur des yeux, la pigmentatiencertaines structures de I'ceil
varie. De plus, au cours du développement embrymrias mélanocytes proviennent de la
créte neurale et les différentes cellules pigmentieel’ceil ne dérivent pas des mémes tissus :
la partie antérieure de l'iris (couche antérieursteoma), le stroma du corps ciliaire et la
choroide sont dérives du mésoderme tandis que fae ppostérieure de I'épithélium
pigmentaire de l'iris, I'épithélium pigmentaire darps ciliaire et la rétine proviennent du
neuroectoderme. Ainsi, les mélanocytes se déveldpmns deux tissus d'origine
embryologique différente qui ne sont pas atteirdslad méme maniere en fonction de la
couleur des yeux. (39) (44)

[.3.1. Distribution de la mélanine dans I'ceil

La mélanine présente dans I'ceil se situe principatd dans l'iris, le corps ciliaire et
I'épithélium pigmentaire de la rétine. La teneur mlanine est plus ou moins forte en
fonction des tissus et peut varier au sein d'un méissu. Chez le chien, la choroide et
I'épithélium pigmentaire de la rétine sont plus cemrés en mélanine que la rétine. A la
périphérie de la rétine, la teneur en mélanin@lest forte qu’en son centre. La sclére posséde
moins de mélanine que la rétine. De plus, il exdss teneurs différentes en mélanine en
fonction de la race, de la couleur des yeux et’dgel La quantité de mélanine dans
I'épithélium pigmentaire de la rétine diminue avVége. La teneur en mélanine est différente
dans l'iris, le corps ciliaire et la choroide-égiibm pigmentaire de la rétine en fonction de la
couleur des yeux. (17)

[.3.2. Pigmentation de [l'iris

La couleur de l'iris est déterminée par deux typesellules pigmentées : les cellules
de la face postérieure de I'iris composé de deuwxcles épithéliales et les mélanocytes du
stroma de I'iris. La coloration de l'iris est déténée par trois facteurs majeurs : les granules
pigmentées dans I'épithélium de [l'iris, la concahtn des pigments dans les mélanocytes du
stroma et les propriétés de diffusion de la lumi@e d'absorption des éléments
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extracellulaires. La nature des pigments présenits g¢galement un réle dans la couleur de
liris. (44)

[.3.2.1. Chez I'homme
D’apres Protat al. (44) , quelle que soit la couleur de l'iris, I'8pélium postérieur de

I'iris présente une quantité élevée d’eumélanimesiague de grands mélanosomes. Dans le
stroma et I'épithélium antérieur de l'iris, les m@bcytes contiennent des mélanosomes moins
pigmentés et plus petits et d’autres cellules pigees tels que les mélanophages (cellules de
Koganei). Ces derniéres sont présentes en faildatig@ et sont remplies de mélanosomes
semblables a ceux de I'épithélium postérieur desl'iPar contre, la quantité et le type de
pigment changent en fonction de la couleur desl’itiiris bleu présente peu d’eumélanine et
de phéomélanine tandis que l'iris vert présenteutmap plus de phéomélanine que
d’eumélanine. L'iris marron contient beaucoup déghélanine et d’eumélanine. Notons que
la phéomélanine et 'eumélanine dans I'iris ontsadsé détectés chez d’autres mammiferes
gue I'hnomme (singes, lapins). Ainsi, le métabolisdeebase dans la pigmentation de [l'iris
chez les mammiféres est similaire a celui de 'h@nm

[.3.2.2. Chez le chien
Il existe des variations importantes dans la pigatemn de l'iris chez les chiens sains,
donnant des difféerences marquées de la couleuye®s (marron, ambre, bleu,) entre les
races et au sein méme d’une race. Parfois, la wodkes yeux est associée a la robe comme
par exemple les chiens ayant des yeux bleus quiepélEtre porteurs d’'une robe merle
(berger australien, border collie, dogue allemaecdkel) ou avoir du blanc autour des yeux.
Mais la couleur des yeux peut aussi étre indépdadinla robe. (21)

L’ hétérochromie de I'iris est une différence de couleur entrad’les deux yeux ou
entre des parties d'un méme iris. L’hétérochrodad’iris est présente dans de nombreuses
races comme le berger australien, le border cédlidpgue allemand, le teckel, le welsh corgi,
le beagle, le bobtail, le husky de Sibérie, le fuxid américain, le cocker américain, le
malamute et le shih tzu. (21)

Le subalbinismeest di & un mangque de pigmentation dans les wtegcte I'ceil. |l

est différent de I'albinisme dans le fait que lgrpentation n’est pas totalement absente. Le
chien posséde un iris de couleur bleue avec un ddoeil majoritairement rouge. Dans le cas
d’'un albinisme, l'iris est translucide ce qui petrde rendre visible les vaisseaux sanguins et
ainsi de donner une couleur rouge a l'iris. Le #hibssme est présent dans de nombreuses
races : husky de Sibérie, bouvier bernois, doglemaind, berger australien, border collie,
beagle, welsh corgi, dalmatien, colley). L’albinsmrai n’a jamais été observé chez le
chien.(21)

Chez le chien, la pigmentation de la partie antiéeiele l'iris et de la partie musculaire
du corps ciliaire est moins intense chez les ydaxsh L'épithélium postérieur de I'iris et les
proces ciliaires ne présentent pas de différencgiglaentation entre les yeux marron et les
yeux bleus(Figure 9 et Figure 10§39) (50)
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Figure 9 : Coupe histologique montrant la distrilout des pigments dans l'iris (39)
(a)

e Tl e 1
g A 1 -
TH . - ""-‘:—;'_ll B e R
=~ N =orre .

Face antérieure

> Stroma

Couche antérieure de

e i/ I'épithélium postérieur

500 pm

Couche postérieure de
I'épithélium postérieur

(b)

X Face antérieure

> Stroma

e Couche antérieure de

/ I'épithélium postérieur
Couche postérieure de
I'épithélium postérieur

(@) Iris de couleur marron, présence de pigmentatitans la partie antérieure de [l'iris et

dans la couche postérieure de I'épithélium dediiri

(b) Iris de couleur bleue, absence de pigmentation danpartie antérieure de liris et
présence de pigmentation dans la couche postéradeit@pithélium de I'iris.
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Figure 10 : Coupe histologique montrant la disttilom des pigments dans le corps ciliaire
(39)

(B)

(d)

(@) (c) Corps ciliaire d’'un ceil marron ayant de gggmentation dans la partie musculaire et
dans I'épithélium pigmentaire.

(b) (d) Corps ciliaire d’'un ceil bleu présentant de pigmentation dans I'épithélium
pigmentaire et une absence de pigmentation dapart#e musculaire.

Dans I'étude de Newkirkt al. (39) , un chien avec un ceil bleu et un ceil maétonlié
avait la portion dorsale du corps ciliaire peu pegutée et la portion ventrale tres pigmentée
pour les deux yeux. De plus certains chiens aux yéeus présentaient en dessous de la pars
plana (portion du corps ciliaire située entre lescps ciliaires et la rétine) des cellules
chargées de pigments. L'emplacement sous-épithetlill morphologie de ces cellules font
penser aux mélanophages constatés dans la penmégcion de la mélanine cutanée de la
couche basale de I'épithélium.
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ll. Examen ophtalmologique chez le chien

Afin de différentier les phénotypes associés auXezos des iris des beagles, un examen
ophtalmologique peut étre pratiqué.

II.1. Examen du segment antérieur de I'ceil

Le segment antérieur de I'ceil (conjonctive, corrdlembre antérieure, iris, pupille)
peut étre observé a I'aide d’un transilluminateurdtune lampe a fente. Le transilluminateur
est une source lumineuse de forte intensité. Lgpdam fente ou biomicroscope permet
d’obtenir une excellente illumination et un tréeslgrossissement permettant ainsi d’observer
des lésions non visibles a I'ceil nus.(21) (54)

Ces deux techniques d’observation permettent getgrser I'iris par :
» sacouleur,
* Sa consistance,
» sa forme (présence d’adhérences ou de massesst@ecsi de membrane
pupillaire),
» sa taille (anisocorie), sa forme (synéchies, brideanes) et la stabilité de la
pupille. (21) (54)

11.2. Examen et aspect du fond d’ceil

Pour cet examen, une ambiance lumineuse faiblereestmmandée. De plus, la
dilatation pupillaire par instillation d’'un collyr@ action parasympatholytique est préconisée.

Lors d'un examen ophtalmoscopique, le fond d'ceilutpétre observé par
ophtalmoscopie directe ou indirecte. En ophtalmpicdirecte, le fond d’ceil est examiné par
un ophtalmoscope réglé sur 0 dioptries(0 Cet appareil offre un fort grossissement et par
conséquent un champ de vision réduit. L'ophtalmpecndirecte est réalisée a I'aide d’'une
lentille en général de 20 dioptries @&hez le chien et d’'une source lumineuse puissante

Elle offre un champ d’observation étendu permettiatoir une vision globale du
fond d’ceil. Toutefois, 'image du fond d’'ceil eswversée de haut en bas et 'agrandissement
est plus faible qu’en ophtalmoscopie directe. Liajrhoscopie indirecte binoculaire permet
également d’examiner la rétine en trois dimensidfismage 3D du fond de I'ceil est
également inversée. (21) (54)

Le fond d’'ceil reflete la structure interne de I'dal rétine, la choroide et la partie
émergente du nerf optique) : il se compose d'ungllpa d’une zone du tapis en partie
dorsale, d’'une zone sans tapis et de vaisseaumiergi L'aspect du fond d'ceil varie
énormément chez le chien et il est possible d'olesatifférentes couleurs du tapis, I'absence
de tapis, différents degrés de pigmentation deolze zsans tapis, différentes formes de la
papille et une large gamme de dispositions vasesaf21)

Chez le chien, la papille est de forme variablergulaire, ronde ou polygonale), de
couleur blanche a rosée et est bien vasculariagg. (
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La zone du tapis est trés colorée grace au refleiedstructure cristalline réfringente
localisée dans la choroide. Sa couleur est tréablar(orangée, rouge, verte, bleue, jaune) et
dépend de la robe du chien, de la pigmentation’add bt des races. Le tapis peut étre
occasionnellement absent chez le chien, commexgnm@e chez les chiens possédant une
robe merle (border collie, shetland par exempl&néemble du fond d’ceil ressemble alors a
la zone sans tapis. (21) (54)

La zone sans tapis, localisée en périphérie etoam zentrale, est de couleur brune
plus ou moins foncée a cause de la pigmentatidigpighélium pigmentaire.

Dans le cas des chiens avec un fond d’'ceil subabife zone sans tapis est
dépigmentée (I'épithélium pigmenté et la choroidetgeu pigmentés). En conséquence les
vaisseaux de la choroide deviennent visibles. lres gaisseaux choroidiens se distinguent
sur un fond blanc correspondant a la sclére etetttrume couleur rouge brique au fond d’ceil.
La présence du tapis est variable. (21) (54)

Les vaisseaux rétiniens apparaissent nets et déuwowouge vif. Les veines
rétiniennes sont de plus gros calibre que lesemtdrous les vaisseaux rétiniens convergent
vers la papille et sont habituellement dispos€¥ eanversé. Les veines s’anastomosent au
centre de la papille et les artéres s’arrétentaippérie. (21) (54)Kigure 11J).

Chez le chien, le fond d’ceil n’est pas totalemeature a la naissance : il acquiert son
aspect définitif vers 'age de 12 a 16 semaineésjar naissance. (21)

Figure 11 : Fond d'ceil d'un beagle ayant les irss@buleur marron

Veine rétinienne Zone du tapis

Papille

Artére rétinienne

Zone sans tapis

Source : Unité d’ophtalmologie, CHUVA, ENVA
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1I.3. Electrorétinogramme

L’électrorétinogramme (ERG) fournit de fagcon norvasive une évaluation de la
fonction électrophysiologique rétinienne suite & stimulation lumineuse (les voies en aval
ne sont donc pas évaluées). Cet examen permetubévantégralité des couches rétiniennes
y compris I'épithélium pigmentaire. LERG enregesies variations de potentiels électriques
de la rétine en réponse a des stimulations lumewgsace a I'électrode active placée au
niveau de la cornée, a I'électrode de référencegplaous la peau dans le canthus externe et a
I'électrode de terre située au niveau de la crétépdale Figure 12. (54)

Figure 12 : Emplacement des électrodes lors dedtébrétinogramme

Source : Unité d’ophtalmologie, CHUVA, ENVA

Apres stimulation lumineuse, I'enregistrement alioaitun tracé comportant deux
ondes principales.

L’onde a correspond a la premiere inflexion de K&E&HRElle a une amplitude négative
et représente la réponse des photorécepteurseréiaila stimulation lumineuse. L'onde a est
caractérisée par deux parametres : son amplituidee@@ déterminée depuis la ligne de base
jusqu’au pic de la premiére inflexion de la courbes’exprime en microvolts (LV) et son
temps de culmination (il est calculé entre le montknla stimulation et le point d’inflexion
maximal de I'onde a, et est exprimé en millisecanghes)). (29) (34)

L’'onde b correspond a la deuxieme inflexion de IERElle a une grande amplitude
positive et correspond a la réponse des cellulg®ldires suite a la stimulation des
photorécepteurs par un stimulus lumineux. L'ondee&t caractérisée par les deux
parameétres cités précédemment. Son amplitude éstnmdéée par la hauteur du pic de
I'onde b moins I'amplitude de I'onde a. (29) (34)
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L’enregistrement d’'un ERG peut faire suite a ttgjges de stimulations lumineuses :

- la stimulation scotopique est réalisée avec unbldaintensité lumineuse (0,03
cd/m?/s) et mesure essentiellement l'activité dasrnets et 'adaptation a I'obscurité.
Le graphique obten(Figure 13)lors de la stimulation scotopique possede seulemen
une onde b ; (29) (34)

- la stimulation photopique est réalisée avec unte fimtensité lumineuse (3 cd/m?/s).
Elle permet d’évaluer I'activité mixte des batormet des cénes. Le graphique obtenu
(Figure 19 lors de la stimulation photopique posséde une@net une onde b ;

- le flicker est une succession de flashs de fottiengité lumineuse (3 cd/m2/s) a une
frequence de 31Hz. Il permet d’évaluer I'activitésdcones. Le graphique obtenu
(Figure 15)lors du flicker posséde plusieurs ondes positi{@3). (34)

Figure 13 : Détermination des caractéristiques dmdle b lors de la réponse de la rétine
globale a un flash lumineux unique en ambianceagiqtie (ERG du chien H2F0725)
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Figure 14 : Détermination des caractéristiqgues dades a et b lors de la réponse de la rétine
globale a un flash lumineux unique en ambianceqique (ERG du chien H2F0725)
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Figure 15 : Détermination des caractéristiques @adle a et b lors de la réponse de la rétine
globale a plusieurs flashs lumineux, flicker. (EB@&chien H2F0725)
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Source des figures 13 a 1®nité d'ophtalmologie, CHUVA, ENVA
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1.
beagle

Anomalies oculaires d'origine héréditaire chez le

Le beagle est une race originaire d’Angleterrerét aincienne. Les premiers beagles
ont été introduits en France vers 1860. Le beagteua chien courant mais il est trés
polyvalent, posséde un trés bon odorat, est de iitot petite (33 cm a 40 cm de garrot),
avec un bon tempérament. Le beagle est un chienlsarps avec une robe tricolore (blanc,
noir, fauve) ou bicolore (blanc et fauve vif ourait et feu). Il est utilisé aussi bien comme
chien de compagnie que comme chien de chasse, @dbidatection ou chien de laboratoire.

(22)

Les affections oculaires rencontrées dans la raagle sont multiples.Tableau )

Tableau 1 : Affections oculaires héréditaires oprédisposition raciale chez le beagle (10)

Affection

Mode de transmission

Commentaires

Microphtalmie

Autosomique dominan

tElle peut

étre bilatérale ou unilatérale,

la paupiere supérieure

(avec anomalies accompagnée d’anomalies oculaires
oculaires multiples) ou| complexes (cataracte, dysplasie vitréenne
inconnu multifocale)
Autosomique récessif
(unilatérale)

Ectropion Autosomique dominantTres rare
(?)

Distichiasis Inconnu De fréquence variable, ilresicontré plutét a

Tumeurs palpébrale

sPrédisposition raciale

Pas de base génétique

Luxation de la
glande nictitante

Inconnu

Chez des chiens de moins d'un an
développe entre 6 mois et 1 an) et elle s¢
héritable

(se
drait
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Dystrophie Inconnu Elle est tres fréquente (17% des chiens agé
cornéenne stromale de 5 a 15 ans, dont 75% atteints de fagon
lipidique bilatérale). L'opacité est grisatre a blanchatre
localisée selon les formes entre le tiers
antérieur et le tiers profond du stroma; elle
est typiquement ovale, horizontale, centrale. Il
existe trois types en fonction de leurs aspects :
type néphélion, type annulaire et type arque.
L’anomalie est en principe non invalidante| et
lentement évolutive

Kérato-conjonctivite| Inconnu Chez des chiennes entre 6 et 8 ans avetc une
séche (KCS) affection bilatérale et progressive
Persistance de la | Inconnu (peut étre Rare, uniquement des cas mineurs (fibres

membrane pupillaire autosomique dominant) pupillaires en surélévation de la collerette,
fibres irido-iriennes)

Kystes iriens Inconnu Fréquence pas trés élevésepte chez de
chien d’au moins 8 ans
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Glaucome primaire

Autosomique récessil

Le glaucamengle ouvert (rare chez |le
chien) est caractérisé par une élévation de la
pression intra-oculaire chez des chiens agés
de 4 mois a 9 ans, avec une excavation
pupillaire  modérée et une désinsertjon
zonulaire entre 13 et 30 mois par fermeture
progressive de la fente ciliaire au départ| de
structure normale. Les chiens glaucomateux
(acces de glaucome aigu vers I'age de 5 [ans,
buphtalmie et luxation du cristallin chez

angle ouvert, d’apparition précoce ou tardi
respectivement autosomiques dominant | ou
récessif. La myociline est une protéine

présente sous forme glycosylée et mnon
glycosylée dans I'humeur aqueuse ; elle|est
présente dans I'humeur aqueuse du beagle
normal, sa concentration est envifon

multipliée par 4 chez lez beagles porteurs et
par 8 a 10 chez les beagles glaucomateux
proportionnellement a la gravité de l'atteinte.

Selon le laboratoire Optigen
(www.optigen.com), environ 1 % de |a
population de beagles serait porteuse de la
mutation du gene ADAMTS10 A(
Disintegrin-like and A Metalloprotease with
Thrombospondin Type 1 motif )10Cette
mutation est considérée comme responsgble
du glaucome a angle ouvert chez le beagle

Cataracte :

- Corticale
postérieure

- Autres

- Congénitale
(voir
microphtalmie)

Inconnu

La cataracte sous capsulaire polaire
postérieure triangulaire en principe bilatérale
est décrite chez l'adulte, elle est rarement
progressive. D’autres types de cataractes
(capsulaire  postérieure et  antérieure,
équatoriale, etc.) ont été sporadiquement
observées

Luxation du
cristallin

Voir glaucome primaire

Elle est la conséquence lduapme a angl
ouvert

1%
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Dégénérescence de
photorécepteurs
(APR)

sAutosomique récessif
présumé

Les cas observés sont présentés pour cgcité
nocturne (éventuellement nocturne et diurne)

entre 3 et 5 ans pour la plupart et de f

exceptionnelle entre 10 et 13 a
L’hyperréflexion du tapis progresse et

généralise a partir d’'une zone juxta-pupilla
en bande, horizontale, et de la périphérie
tapis. Les lésions focales claires de la z
sans tapis (nombreuses et fréquentes)

ovales ou polyédriques

on
nS.
se
re
du
one
sont

Dysplasie de la
rétine

Autosomique récessif

(?)

Il s’agit de plis rétiniens soit de la zone

du

tapis, soit de la zone sans tapis, linéaires ou

ramifiés le plus souvent, parfois vermiform
Ces plis persistent avec l'age mais

fréequence (3% chez des chiens agés de 3 a 6

mois) diminuerait avec I'age et la localisati
préférentielle est le quadrant inféro-nasal.

on

Hypoplasie et
absence de tapis

Autosomique récessif

(?)

Chez des chiens a iris clair (jaune ou fauve),

le tapis est fréquemment absent (zone b
rouge). La vascularisation choroidienne

run-
est

visible dans la zone sans tapis (dépigmentée).

L’anomalie évolue dans le temps,
vascularisation choroidienne devenant par
visible. La fréquence de I'anomalie serait d

la
tout
el

cas pour 1500. Dans certains cas, le tapis est

absent ou présent sous forme de simples
périphériques de petite taille. L'anomalie a

ilots
eté

reconnue comme un défaut de développement
d’'origine autosomique récessive, sans
incidence sur la vision. Le tapis est
histologiguement visible mais ses éléments

constitutifs ~ sont  irréguliers, rempl
d’inclusions intracellulaires anormal
visibles en microscopie électronique

transmission, carenceés en zinc et en cysteéi

Colobome du nerf | Inconnu Rare, de dimension et de localisati
optique variables
Hypoplasie du nerf | Inconnu Rare (1 cas sur 1400). Il est associ¢ au

optique

colobome. Les chiens affectés de fa
bilatérale sont aveugles
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Micropapille

Inconnu

Elle est liée a un défaut dgélimisation des
fiores en arriere de la lame criblée
occasionnellement rencontrée dans la race
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V. Recherche génétique appliquée a la couleur des yeux
bleus chez le beagle

Les genes potentiellement responsables de la godisiyeux ne sont pas connus
chez le chien. Pour étudier un géne, il existe dmbreuses technigues dont I'approche
« gene candidat » qui sera celle utilisée poueddtide.

IV.1. Technigues génétiques utilisables pour l'identificaon
de génes d’'intérét
Pour la recherche d’'un gene potentiellement regimesd’'un caractére phénotypique

ou d'une maladie génétique, le généticien dispdestits et de cartes permettant de se
repérer dans le génome, qui seront présentés spaes

IV.1.1. Outils génétiques

Pour notre étude, les principaux outils génétiquiksés ont été des marqueurs
génétiques de type SNPSifgle Nucleotide Polymorphi$met la techniqgue de PCR
(Polymerase Chain ReactiprNous allons détailler leur utilisation.

IV.1.1.1. Les Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs)

Un SNP est une mutation ponctuelle isolée, c'adir@-qu’une seule base est
différente, et en un seul locus. Il s'agit donc rd’polymorphisme nucléotidique. Le SNP
correspond a une variation stable de la séquenoenggque portant sur une base, toutes les
100 a 300 bases environ et affectant au moins 1% population chez ’lhomme. Les SNPs
sont une nouvelle génération de marqueurs polynesrpui n'‘ont en général pas
d’'implications fonctionnelles, mais qui définissemtlocus unique dans le génome. Les SNPs
situés dans les régions codantes et dans les ségdgulatrices des genes sont utilisés pour
effectuer la cartographie des maladies multifaetl@$ qui consiste en I'étude d’association
des genes candidats impliqués dans ces maladiagelikment, ce sont les outils privilégiés
dans l'exploration du génome canin. Chez le chierexiste des « puces » a SNPs qui
permettent de génotyper un animal pour plusieultBensi de SNP, en une seule fois. On
dispose ainsi d'une couverture réguliere et demsgéthome du chien, qui permet d’identifier
des locus impliqués dans des maladies héréditauedes caracteres d’intérét. (3) (30) (42)
(49)

IV.1.1.2. La Polymerase Chain Reaction (PCR)

La technique de PCR a été découverte en 1983 etaunipoint en 1985 par K. Mullis.
C’est une technique d’amplificatian vitro qui utilise des ADN polymérases (appelées Taq
polymérases : ce sont des enzymes thermostables)lalgarticularité est de ne pouvoir
synthétiser le brin complémentaire d’'une séquenca jgartir d’'une amorce. L’objectif de la
PCR est de multiplier de fagon exponentielle urgusgce d’ADN choisie. La technique de
PCR consiste a enchainer plusieurs cycles dédritessous. Le nombre de copies d’ADN
double a chaque cycle. (27)
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Chaque cycle est composé de trois étapes déanitésFgure 16qui sont :

I'étape de séparation des brins d’ADN(appelée phase A sur gure 16.
Lors de cette étape, la température du bain-masecaugmente jusqu’a une
température supérieure a 90°C (le plus souvent L Est 'augmentation de
la température qui est a l'origine de la séparaties brins d’ADN. On parle
aussi de dénaturation de I'ADN ; (27)

'étape d’hybridation (appelée phase B sur Fagure 16 qui correspond a
I'hybridation des amorceBoward (F) et Reverse(R). Une amorce est une
molécule d’ADN simple brin de 20 nucléotides enwigui encadre le morceau
d’ADN que I'on souhaite amplifier. En effet, les aroes ont un double role :
celui de délimiter la séquence d’ADN choisie ets#gvir d’amorcage pour
’ADN polymérase avec leur extrémité 3' OH libraup cela, il est nécessaire
de connaitre les séquences nucléotidiques deénaids de la région ADN
amplifiée. La composition des amorces utiliséerméine la température
d’hybridation des amorces (Tm). En général, elle cesnprise entre 50 et
70°C. Le choix des amorces est crucial dans la mis@oint de la réaction
PCR, pour cela il existe des logiciels d’analyse séquences qui choisissent
des amorces ayant des conditions particuliéresglpsences qui ne soient pas
complémentaires entre elles, des séquences quiondemnent pas de
séquences répétées inversées, des Tm proche}) ; (27

I'étape d’élongation du brin complémentaire par laTaqg polymérase qui
correspond a la phase C sur la Figure 16. Elleésaute en général a 72°C et
permet d’obtenir deux molécules d’ADN double bri27)

ces molécules d’ADN nouvellement formées vont subimouveau cycle. La
PCR est composée de 30 a 35 cycles environ. It pas utile d’augmenter
davantage le nombre de cycles car au-dela d'unéatne de cycles, le nombre
de copies n'augmente plus. (27)
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Figure 16 : Principe de réalisation pratique d'uRER(d'aprés(27)
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La PCR permet la multiplication exponentielle d’'usequence d’ADN déterminée par les
amorces. En phase A, l'augmentation de la tempé&apermet la séparation des brins
d’ADN. Lors de la phase B, les amorces F et R siblghbt. Au cours de la phase C a lieu
I'élongation par la Taq polymérase, qui permet dtir deux molécules d’ADN double brin

qui vont subir un nouveau cycle. Une trentaine yiges environ s’enchainent.

Pour effectuer ces trois étapes qui nécessitenttrdaesitions de températures, les
microtubes contenant le mélange réactionnel s@uggl dans un appareil programmable : un
thermocycleur. Cet appareil permet d’exposer leesua des températures choisies pendant
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des durées déterminées par I'expérimentateur. actioh PCR est extrémement rapide et ne
dure que quelques heures (1 a 2 heures pour unelPGR cycles).

A la fin de la PCR, pour vérifier gu’elle a bieonttionné, le produit est visualisé en
utilisant généralement une électrophorése en gafjadbse. Les fragments d’ADN sont
séparés en fonction de leur taille par I'actionnd@hamp électrique. Un agent intercalant est
utilisé pour visualiser les différents fragment80N sous lumiere ultraviolette. (27)

La PCR est utilisée pour toutes sortes d’applioatioamplification d'un segment
d’ADN pour divers usages (clonage cellulaire, ségage), détection des délétions
d’insertions, détection du polymorphisme des mieifites et microsatellites, génération de
sondes (radioactives, fluorescentes),... Elle est s@uvent utilisée en génétique malgre
I'existence de plusieurs limites : la taille deskquence a amplifier doit étre inférieure a 3kb
(kilobases) avec une Taqg conventionnelle, l'inefité de I'augmentation du nombre de
cycles au-dela d’'une trentaine, la contamination’d®N lors de manipulations (pour
diminuer lI'impact de ces contaminations, il est artpnt de manipuler dans de bonnes
conditions et de limiter au maximum les possitslitle transfert d’ADN en suspension dans
I'air ou transmis par le manipulateur), le mangeefidélité de la Tag polymérase et des
amplifications parasites (mauvaise hybridationa®srces qui sont de courte taille). (27)

Pour notre étude la PCR fut utilisée pour amplitie segment d’ADN en vue de le
séquencer.

IV.1.2. Cartographie

La cartographie est la localisation des genes etjumears génétiques ou segments
d’ADN sur les chromosomes. Elle permet de se repns le génome et de pouvoir étudier
les génes s’y trouvant. Il existe de nombreusesaremde faire des cartes du génome, dont
les cartes génétiques, les cartes physiques étjleescage, décrites ci-dessous.

IV.1.2.1. Cartes génétiques

La réalisation d’'une carte génétique consiste alilmer des marqueurs génétiques
(SNP, microsatellites) d'une espece les uns paparpaux autres. Pour cela, on analyse
statistiguement la capacité des marqueurs a sesom@es a la suite du brassage des
chromosomescfossing-over qui se produit pendant la méios€igure 17) Lorsque deux
marqueurs ségrégent ensemble, ils sont liés efuerdeux marqueurs segrégs@paréement,
ils sont indépendant§-igure 18) La cartographie génétique est fondée sur le ipeénque
deux marqueurs situés sur le méme chromosome eranetnt d’autant plus fréquemment leur
liaison aprés la méiose que la distance physigseséparant est faible. Ainsi la distance
génétique sur une carte de liaison est détermiagéagdréquence degossing-overPlus les
locus sont proches, plus les chances de recombimisnéiotiques sont faibles; et
inversement, plus les locus sont éloignés et maschances derossing-oversont €levees.
Plus deux locus sont proches, moins il y a de ahguotuncrossing-overse produise et plus
le nombre de gamétes recombinants est faible. (27)
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Figure 17 : Crossing-over lors de la méiose (27)
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Figure 18 : Liaison génétigue et recombinaison fa&s(23) )
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Soit deux locus A et B. Le locus A possede deabeslAl et A2. Le locus B possede
deux alléles B1 et B2. Dans la partie 1, le locust 8 sont sur des chromosomes différents et
sont donc indépendants. La moitié des gameétes ftsoelst de type parental et I'autre moitié
des gameétes est de type recombiné. Dans la parties2ocus A et B sont sur le méme
chromosome et sont donc liés. Plus de 50 % destgarast de type parental et moins de 50
% est de type recombiné.

Lors de la méiose, les individus parents donnergsaace a des individus enfants
parmi lesquels on trouve des recombinants (ou rbow#s) et des parentaux. Cette nouvelle
génération voit I'apparition de nouvelles combinais d'alleles présents sur une méme
chromatide. La proportion d’enfants recombinantdinitéla fraction (ou fréquence) de
recombinaison entre les deux locus appélée

nombre de recombinants

~ (nombre de recombinants + nombre de parentaux)

La distance génétique exprimée en centiMorgan @galcule a partir d& Un cM
équivaut a un segment de chromatide sur lequeblagpbilité qu’uncrossing-overse produise
est de 1%. (23) (27)
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La carte génétique est établie grace a la posititative des genes et des marqueurs
sur les chromosomes, mais elle ne permet pas deaitom la distance physique exacte
séparant deux locus. En effet, malgré une fréqudaaecombinaison nulle ou trés proche de
Zéro, il est possible que plusieurs milliers desbageparent deux locus. (23) (27)

Chez le chien, des cartes génétiques ont été edalglui ont permis d’identifier des
géenes responsables de caracteres déléteres ététiri88)

IV.1.2.2. Carte physique

La carte physique d'une espéce représente les osmmes de cette espéce
reconstitués artificiellement a I'aide d’une susies de clones d’ADN (morceaux d’ADN
clonés c’est a dire multipliés artificiellement) etevauchants. Les clones d’ADN sont
obtenus a l'aide de 'ADN génomique de I'espécesabérée, fractionnés et inclus dans des
vecteurs (de type plasmides, BAMacterial Artifical Chromosomeou YAC : Yeast
Artificial Chromosomgque 'on utilise pour multiplier les clones d’AD8kns des systémes
bactériens ou en levures. Dans un second tempautildéterminer I'ordre des clones par
I'identification des zones de chevauchement. Latipomement des clones les uns par rapport
aux autres fait appel a différentes techniquest tlompoint commun est de rechercher les
parties communes entre différents clones. (23) (27)

Parmi ces techniques, on peut citer :

* ['hybridation des clones entre eux: si deux clones peuvent s'hybrider, c'est
gu'ils possédent des seéquences communes ;

» typage de clones par PCRpour déterminer la présence des marqueurs STS
(Sequence Tagged Sitekes STS sont de courtes séquences représerdgées d
facon unique dans le génome. Si deux clones satielpament chevauchants
c’est qu’ils contiennent un méme marqueur uniques tlones sont testés en
PCR avec un marqueur donné et on regarde s’il ggsepce ou non du STS ;
(Figure 19)

Figure 19 : Etablissements d’'une carte physiquéraigment chevauchants a l'aide de STS
(d’aprés (20))

Les fragments clonés sont analysés pour la présend&absence d'un ensemble de
STS. Des clones ayant un ou plusieurs STS en coswntithevauchants. On peut souvent
déduire I'ordre des STS et donc celui des clongartir du contenu en STS des clones.
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* séquencage des extrémitéscertains clones sont séquences en entier et les
autres n'ont que leurs extréemités de séquencées. clames séquences
partiellement sont repositionnés en fonction duneldotalement séquence.
(Figure 20) (20)

Figure 20 : Séquencage des extrémités (d’apres)(20)
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Les rectangles noirs représentent les segment®N’Aéquencés. Les rectangles
blancs représentent les segments d’ADN non segsiexiagui sont ordonnés en fonction de
leurs extrémités séquencées (carré noir).

Ainsi, les groupes de grands clones chevauchams paositionnés le long des
chromosomes ainsi reconstitués. Une fois tous dasdg clones ordonnés et positionnés le
long du génome, on dispose d'une carte physigua digion du génome étudiée, voire du
génome complet étudié. (20) (23) (27)

IV.1.2.3. Les cartes d’hybrides d’irradiation

Les cartes d’hybrides d’irradiation reposent sufréguence d’apparition de cassures
chromosomiques induites artificiellement par degons X, observées sur des cellules
hybrides. Un hybride d’irradiation est une celldisionnée entre une cellule lourdement
irradiées de l'animal que l'on veut cartographidr ddune cellule d'un autre animal
(généralement de rongeur). Deux marqueurs initiafgrtocalisés a proximité l'un de l'autre
ont plus de chance d'étre simultanément retrouas des mémes hybrides que deux
marqueurs éloignés. (24)

Les distances se mesurent en centiray (CR). Panite&#f, 1 cRy raq) COrrespond a une
fréequence de cassure de 1 % entre deux locus eppEsition a une dose de N rad de
rayons X. Une correspondance peut étre établie lesedistances de cartes physiques et
géneétiques : 1cR pour 3000 rad équivaut enviro®@kb, et 1cR pour 9000 rad équivaut
environ a 55 kb. Ainsi, plus la dose dirradiatigayons X) appliquée est grande, plus la
fragmentation sera élevée et plus la résolutiola darte sera fine. (24)
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Les étapes de la cartographie d’hybrides d'irtémiiasont :

» lafabrication de panels d’hydrides d'irradiation (Figure 21). Une collection
de 100 a 200 hybrides d’irradiation est suffisgmtar obtenir une carte au cR

3000; (24) (25) (43)

Figure 21 : Fabrication des hybrides d'irradiati¢q@7)

Irradiauon par des rayons X
(cassures de I"TADN) .. chromosomes = chromaosomes
e

de souns —* de hamster
e £
s ) e,
£ 3 | / TR \
r’ et [ aIIR \
i { BNEY ) ) i :
\\ / ; t.\ \ §088 / )/ lignée receveuse TK
b | L
o J N ., P
— o = g
—— —
lignee de cellules lignée de cellules
ce sours TE? de hamster TK
fusion cellutaire
selection des cellules TK”
tmuheu avec hyporantbane, aminopténne et hymidin
chromaosomaeas -
fragmentés T Pl
~— e
. "._....__ '\.‘ = \
/ ll o ) / ;" BERE \ \
l ' 1R
[ | [ & 1P [ Iati]
\ & | ] fl | A | I f J
\ l-l / | N\ Wbe 5 A
o bl o T
— 2 e " e -
ST =l
la lignée parentale seuls les hybrides la lignée parentale
de souris ne survit pas cellulaires de hamster ne survit pas
a l'irradiation survivent dans le milieu de sélection
o — — e, L _——_ En moyenne 100
/,- — \\ '- J"'_“"x \\ ;/ ;— = \ ,,—_,_\ i P /.-—*-\-‘\ \\ S — ™,
eV TITh A4 \ o mag 7 - i
& .;.‘) } / .,.‘\l j( 411 1' I:f | TIARY |!f:|.\' ‘.,.1, |p’!|;\ \fragments de 10 Mb
| BB 8 | 1 ] | EEE | |
\ Vo - ! - |
'\"\.!.-‘J / \'ll.n' Ja \l\_.; V. \ \"";- g\ .I./ .-" ‘\‘...',i J
~ s NS N I R p /
— — — S Sl T — S

callection de clones d'hybrides
(chacun d'eux a acquis des fragments differents de chromeosomes de souris)

Lorsque la lignée des cellules de I'animal quenl'eeut cartographier est irradiée,
I'irradiation crée des cassures dans '’ADN des wiels. Ensuite, ces cellules sont fusionnées
avec des cellules de hamsters déficients en thygenkdhase (TK). Puis elles sont mises dans
un milieu de sélection ou seuls les hybrides aales (possédant le gene de la thymidine
kinase) survivent. Ceci permet d’obtenir une cditet d’hybrides ou chacun d’entre eux
possede un assortiment de fragments de chromosand'adimal, inclus dans les
chromosomes de hamster.

* chaque locus (marqueur, géne) peut étre recherclRC® a partir de 'ADN
de chaque clone du panel d’hybrides. Ainsi, la ds¥gce de présence et
d’absence de différents marqueurs moléculaires’al@mal de départ est
calculée chez les hybrides. Les marqueurs n'ont pasoin d'étre
polymorphes, seul la présence d'un signal positifP€R (amplification du
locus) ou négatif (pas d’amplification du locus)) @salysée ; (24) (25) (43)
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lanalyse utilise une méthode statistique : la diiice de la présence
simultanée de deux locus est calculée et companédréquences de chaque
locus présent individuellement. Les locus étroitetriées car physiquement
proche au départ sur le chromosome de I'animali@tsdnt incorporés

ensemble a des fréquences élevées dans les hybaidés probabilité qu'une

irradiation par rayons X induise une cassure elesedeux locus est faible.
Inversement pour des locus éloignés les uns degsaou situés sur des
chromosomes différents, ils ont peu de chancesedf#esents simultanément
dans un grand nombre d’hybrides. Cette technigpeses donc sur I'analyse
simultanée d’'une collection (panel) d’hybrides em@nt au minimum une

centaine de clonegrigure 22 (24) (25) (43)

Figure 22 : Différents clones d'hybrides obtenug) (2
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Les différents clones d’hybrides obtenus sofibfh [a’b], [ab'] et [ab].
En fonction de la fréquence de'[d] par rapport a [a'b] et [ab'], les deux
locus a et b sont liés ou non. Si la fréquence deses [db'] est trés
supérieure a [ab] et [a’b"] alors les locus sont liés.
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La cartographie d’hybride d’irradiation permet deartographier des locus
polymorphes et non polymorphes, de disposer deNAlgs clones de facon illimitée (culture
cellulaire) et une résolution trés élevée par rappdéa cartographie génétique. (25) (43)

IV.1.2.4. Cartes cytogenétiques et cartes comparatives
Les cartes cytogénétiques sont obtenues a partiittlde des chromosomes. Elles
correspondent aux profils de bandes observablesniamoscope sur des étalements de
chromosomes apres coloration. Les chromosomesé&odiés au cours du stade du cycle
cellulaire ou les chromosomes sont bien indiviciési et observables au microscope : la
métaphase mitotique. (11) (24)
Il existe différentes techniques de cytogénétiguesont :
* le banding(établissement du caryotype), il s’agit d’'une caton des chromosomes
formant des bandes et permettant de les reconnaitre
* ['hybridation in situ radioactive ou fluorescente sur chromosomes : p#eamet
d’identifier une portion chromosomique dont la s&aee en bases est trés homologue
a celle d'un acide nucléigue marqué appelé sondmsDla technique FISH
(Fluorescent In Situ Hybridization la sonde est marquée par l'incorporation de
nucléotides modifiés obtenus par liaison covalefiee molécule rapporteuse qui se
liera par la suite avec une molécule fluorescehes chromosomes colorés sont
regardés au microscope et permettent de situeroraes dans le caryotype.
L'utilisation de plusieurs sondes simultanémentnpar de réaliser une peinture
chromosomique Higure 23et Figure 29 (11)
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Figure 23 : Principe de I'hybridation in situ sunmmosomes (FISH) (11)
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Dans cet exemple, la sonde est marquée par incatipor de biotine-14-dATP, puis
hybridée sur une préparation chromosomique. Le aigiihybridation est révélé par
immunofluorescence indirecte avec deux anticorps :premier est un anticorps IgG
(immunoglobuline G) de chevre anti-biotine, le déme est un anticorps anti-lgG de chévre
couplé a la fluorescéine.(11)

50



Figure 24 : Résultat d'une hybridation sur des ahasomiques de chien (59)

Cet exemple nous montre une photo de I'hybridatianchromosome 3 humain sur 5
paires de chromosomes canins (signal rouge).

La cytogénétique a également comme autres utdisafiie de cartographier des genes ou
portions d’ADN sur les chromosomes, I'étude d’anbesachromosomiques, des syndromes
microdélétionnels, de translocations, ou la cagplgie comparée entre deux especes. (4) (46)
(58) (59)

La cartographie comparée consiste a détermineé¢gans chromosomiques homologues
conservées dans plusieurs espéces. L'identificatores régions permet de transposer des
connaissances d’'une espéce bien connue a uneeapttee moins connue ce qui facilite le
I'identification de genes impliqués dans des caémast délétéres ou d'intérét. De plus elle
permet d’étudier I'évolution des génomes. La cyt@iglue comparée consiste a hybrider des
sondes d’ADN fluorescentes d’'une premiére espeéue,les chromosomes d'une autre
espece ; cette technique est appelée Zoo-FISH7)Y4)1) (46) (58) (59)

Chez le chien, plusieurs cartes cytogénétiques acdep avec I'homme ont été
effectuées, dont celles établies par Yang et B{emgure 29. (4) (7) (46) (58) (59)
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Figure 25 : Carte comparative entre 'hnomme ethesn (46)
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Cette carte comparative représente les chromosomesains a gauche avec leurs
bandes et a droite en couleur les chromosomes satiaprés les cartes de Yang et Breen.
(46)
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IV.1.2.5. Cartes intégrées

Les cartes intégrées sont la compilation des <artgtogénétiques (ou
chromosomiques), des cartes génétiques (indigeamdsitions relatives des locus grace aux
fréequences des événements de recombinaison ma&sj}jgies cartes d’hybrides d’irradiation
(indiquant la position relative de locus grace d&équences de cassures chromosomiques
dues aux rayons X) et des cartes physiques (ensenabtionnés de clones d’ADN). Les
unités de distances entre ces cartes sont difE&geainsi une correspondance entre les cartes
doit étre établie, en fonction des locus préseimsiltanément sur les différentes cartes. Par
exemple, Breeret al. ont établi une carte intégrée de tous les chromes du chien en
intégrant les cartes d’hybrides d'irradiations et Icartes de liaison, avec les cartes
cytogénétiques (elbandinget en FISH), Eigure 26. (5) (6) (35)

Figure 26 : Carte intégrée du chromosome 5 canifAG) (6)
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La carte intégrée indique la correspondance enredrte d’hybrides d’irradiation (RH), la
carte de liaison (meiotic = méiose), la carte cydndtique en banding (cytogenetic =
cytogénétique) et en FISH et la carte comparativeca’lhomme. Six clones (H68, H248,
THY1, DIO1, K315 et H201) ont été sélectionnés réirpde leur position le long de la carte
d’hybride d'irradiation et sont indiqués en textelaré. Le septiéme clone (SLC2A4) a été
sélectionné sur la carte de liaison. Chacun deforas ont été marqués par un fluorochrome
différent et a été hybridé par la technique de FEidle chromosome 5 canin. Le résultat du
FISH est montré au centre de la figure. Sur la dmude la figure sont représentées les
bandes du chromosome 5 (cytogenetic = cytogéndtigaiea I'extréme gauche les
correspondances avec les segments chromosomiquesirhngonservés (carte comparée =
comparative)(6)

Les cartes intégrées sont utiles par exemple :

e pour établir des listes de genes candidats poutavactére étudié dans une espece
dont le génome est mal connu, de part leur posiidice aux synténies conservées
entre deux especes ;
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» pour définir des régions candidates lors d’'une egpe de type clonage positionnel
(voir apres) ;

e pour fournir une couverture compléte du génomeaild’ de marqueurs génétiques,
avec des distances entre marqueurs qui soiene$ajbl

» pour faciliter le clonage de génes d'intérét. @)(@5)

IV.1.2.6. Le séquencage du génome du chien

Le génome du chien est composé de 38 paires denobomes autosomes et d’'une
paire de chromosomes sexuels (X et Y). Le séquengaggénome du chien a été finalisé en
2005 et il a été réalisé a partir de ’'ADN d’un koXemelle. La taille totale du génome canin
est de 2,41 Giga bases (Gb). Il s’est révélé pkig gue celui de 'homme (2,9 Gb). Cela
s’explique par un plus faible pourcentage de sécpenépétées dans le génome canin (31%
dans le génome canin, 46% chez I'hnomme, et 38% laheauris) (334 Mb versus 609 Mb
pour ’'homme). (14) (32) (42) (56)

En revanche, il existe un cas particulier d’élérmeapétés appartenant a la famille des
SINE (short interspersed nuclear elempemtarticulierement abondants chez le chien. Les
SINE correspondent a des éléments rétrotranspasdldaviron 200 pb (paire de bases) et
représentent environ 7% du génome du chien (envid@®0 SINE polymorphes). lls sont
treés actifs par comparaison a ’lhomme ou le nondliresertions bimorphiques de SINE est
inférieur a 1 000. L'insertion d’'un SINE dans uroexou dans une séquence régulatrice peut
considérablement modifier le transcrit ou la régoatiu géne. De la méme fagon, l'insertion
anti-sens d’'un SINE dans un intron peut engendrermuodification du mécanisme d’épissage
en créant un nouveau site accepteur. Il a été enapute les SINE jouent un rdle important
dans la diversification morphologique ou dans lesagies génétiques chez le chien. (14) (42)

Lors du séquencage en 2005, 19300 genes pourde oht été prédits, ces géenes sont
disponibles dans la base de données génomiquemBINEED) . Le nombre de genes prédit
chez le chien est inférieur a celui d’autres espéekes que 'hnomme avec 22320 génes ou la
souris avec 23062 genes. (14) (32) (42)

De plus, au moins 650 Mb de séquences d'ADN dumgénmanin coincideraient de
facon unigue avec des séquences du génome humagn, rotamment pres de 18500
fragments de genes orthologues entre les génesscahhumains, ce qui confirme l'intérét
gue suscite I'espéce canine comme modele en garéfitd) (30) (42)

La comparaison du séquencage du boxer et du caeiclder séquencage a faible
couverture de 9 autres races de chiens et de bbppsmis de cataloguer plus de 2,5 millions
de marqueurs génétiques de type SNP permettantmailéeure identification des locus
gouvernant des phénotypes d’intérét. (3) (14) (49)

La connaissance de l'organisation du génome esntgste pour effectuer des
analyses génétiques plus poussées en vue de ificlitin de génes responsables de
maladies héréditaires ou de caractéeres d’intél€dies phénotypes morphologiques. L'étude
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génomique comparative entre le chien et 'lhomme pgalement permettre d’identifier des
genes d'intérét. (49) (53)

Ainsi, les outils de cartographie permettent d’iifear des génes impliqués dans des
caracteres d’intérét. Dans cette étude, le séqgenga génome du chien nous a permis de
comparer des genes humains et leurs homologuenscafin d’identifier et d'étudier les
géenes potentiellement responsables de la coulewehiies yeux de nos chiens beagle. La
technique utilisée dans cette étude pour tenteledtifier le géne responsable du caractéere
yeux bleus est décrite ci-apres.

IV.1.3. Stratégies d’identification de genes chez le chien

Il existe plusieurs méthodes pour identifier uneyéont la mutation est responsable
d’'une maladie génétique ou d’'un caractere phéngiygFigure 27) Parmi ces méthodes, la
technique du clonage fonctionnel, fondée sur latbraie, utilise des indications sur la nature
ou la fonction de la protéine défectueuse et pemeeremonter au gene présentant une
anomalie. La cytogénétique peut également étraseédil En effet, I'observation des
chromosomes peut révéler des anomalies de typediahéléu translocation qui sont
susceptibles d'orienter vers une région précisg@home. Cependant, les deux approches les
plus utilisées chez le chien sont I'approche géameidlat et le clonage positionnel ; celles-ci
sont décrites ci-dessous. (18) (23) (27) (28) (55)

Figure 27 : Stratégie d'identification de gene (18)
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L’approche gene candidat est la technique utildsies la partie expérimentale de ce
travail.
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IV.1.3.1. Clonage positionnel (23) (27) (28)
Le clonage positionnel est une méthode d’identificede genes fondée uniquement
sur la localisation du gene sur les chromosomesstlbasé sur les techniques de cartographie
et de séquencage.

La premiére étape consiste a recenser les familledes cohortes dans lesquelles des
individus sont atteints par la maladie ou le canacétudié et a récolter leur ADN.

La deuxiéme étape est celle de la carte génétigjleevise a effectuer le génotypage
de plusieurs centaines ou milliers de marqueursr@satellites ou SNP respectivement)
répartis a intervalles réguliers sur 'ensemble @@®mosomes de tous les individus recenseés.
Cette opération est nommeée criblage du génome ldalittérature francophone genome
scandans la littérature anglo-saxonne. Le principesisia a utiliser des marqueurs de I’ADN
suffisamment proches du géne que I'on cherche paerla probabilité de recombinaison
entre eux soit faible. On peut ainsi identifier legrqueurs dont les alleles ségrégent
spécifiguement avec l'allele responsable du caractés définissent une région sur I'un des
chromosomes, appelée intervalle candidat. L'oljeest alors de multiplier le nombre
(densifier) de marqueurs dans cette région afiffidex I'intervalle et d’approcher au plus
pres le géne incriminé.

Afin de déterminer la région qui statistiquemeihé @lus de possibilités de contenir le
géne recherché, différentes méthodes d’analyseddeesées de génotypage existent dont
I'étude de liaison et I'étude d’association.

L’étude de liaison consiste a utiliser les liens mrentés qui existent entre les
individus recrutés dans I'étude. Tous les individoat ensuite génotypés pour les différents
marqueurs. Les résultats sont alors analyséstgfament avec, par exemple, la méthode des
LOD-scores. Les LOD-scores permettent de cumulgioFmation de plusieurs familles, dont
I'information génétique est souvent incomplete.niéthode des LOD-scores consiste a tester
statistiqguement I'hypothese de liaison génétiqueedr locus recherché et le locus de chaque
marqueur. Mais pour utiliser cette méthode, il eétessaire de connaitre le mode de
transmission de la maladie et la pénétrance deulation. Il s’agit en effet d’'une méthode
dite paramétrique.

L’étude d’association consiste a comparer les géqas des alleles d’un marqueur
chez des sujets témoins et des sujets atteintsieCtravaille donc pas a partir des liens de
parentés entre individus, mais on recrute une ¢eldw patients et une cohorte de témoins.
Cette méthode utilise le déséquilibre de liaisotreefe marqueur et le locus du caractere
étudié, qui se définit par I'existence d’une conatison d’alleles a ces locus plus fréquente
que celle attendue sous I'hypothese d’indépendalese locus. En effet, deux locus en
déséquilibre de liaison sont en général tres psheun méme chromosome. C'est-a-dire au
sein d'une population, les individus portant le acé¢re étudié présentent la méme
combinaison d’alléles (un haplotype) au niveauadegion contenant le gene recherché et cet
haplotype est transmis en bloc au cours des gémgsaOn parle alors d'un effet fondateur,
en supposant qu’'une mutation responsable du cazambservé s’est produite chez un ancétre
commun. Les résultats des génotypages effectuésldaras d’'une étude d’association sont
analysés avec le test gt (30)
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Les études d’association scrés puissantes pour identifier des genes caniu fait
de la structure particuliere du génome du c et de I'exisence de nombreuses ra
constituant autant d’isolats génétiques. Le clonpgsitionnel chez le chien utilise cc
frequemment des études d’association. Une straggideux étapes a développée pour
I'espece canine, lorsque I'on s’intéresse a unctara partageé par plusieurs re. (Figure 28
et Figure 29 (28) (30) (32)42)

Figure 28 : Structure haplotypique du chien (28)
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¢ Modern breeds

Dans I'évolution de l'epéce canine au cours du tempk,existe deux goulot
d’étranglements(réduction marquée de la taille de la populationivei par la survie e
I'expansion d'un petiéchantillon aléatoire de la population d'origit, un ancien et u plus
récentqui sont responsables de la structure haplique des races de chien d’aujourd’hi
Le premier correspond a ldomestication du chien a partir loup il y aenviron 15000 ans.
Le second est da la création des races dans les quelques derrsesles. Les goulo
d’étranglements ontréé la structur haplotypique et lesiéséquilibrs de liaison (LD)
particuliers degaces actuells.

a Prebreed domestic do| Avant la création des races actuelles, la populatianine
possédait unléséquilibre de liaisode courte distancecé qui est attendu du t de la grande
taille de la populationet de la longue période de temjentre les deL goulots
d’étranglements).

b Breed creatiorf Au moment de la création des races, des petits-ensembles de
chromosomes ont été seélectios dans la population des chiens domestii (du fait de la
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sélection d’'un petit nombre d’individus fondatepsur chaque race). Des blocs de grande
taille portés par ces chromosomes sont devenusaataidans chaque race créant ainsi un
déséquilibre de liaison grande taille (sur une laeglistance chromosomique).

¢ Modern breed$Depuis la création des races canines qui est réGems blocs de
grande taille n’ont pas encore été fortement ren@glpar les recombinaiso@ependant, ces
blocs haplotypiques de grande taille conservenjolans les petits blocs haplotypiques de
courte taille ancestraux de la population d’origides chiens domestiques. On retrouve ces
derniers lorsque I'on examine les chromosomes danmsgmbreuses races.
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Figure 29: Stratégie de cartographie en deux éta(d)
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entre elles. Dans cet exemple, les chiens portelmse mutation de la perte de la
pigmentation (blanc) sont comparés avec les chi@nsialement pigmentés (noir).

a | Dans la premiere étape, I'étude d’association &Hiélle de I'ensemble du génome, au sein
d’'une méme race, utilise un nombre restreint dintlis et plusieurs milliers de marqueurs
SNP pour identifier une ou plusieurs régions (enégel de grande taille) qui sont associées
au caractere étudié.

b| Dans la seconde étape, une cartographie fine esdtsée en utilisant beaucoup plus de
SNP, dans plusieurs races qui partagent le mémeqgipge. Ceci permet de réduire la région
candidate contenant la mutation & une courte régdnfait du court déséquilibre de liaison
existant entre les races (en général une régioh@i&00kb).

La troisieme étape consiste a recenser, dansriaite candidat, les génes présents et
sélectionner ceux pouvant étre responsables dwphEmétudié, en analysant I'expression et
les rbles potentiels de chaque géne. Les génesuetont ensuite séquencés chez quelques
cas et quelques contréles afin d’'identifier la rtiota Il reste ensuite a valider la/les
mutation(s) identifiee(s) du point de vue fonctiehnimpact sur la structure de la protéine
codée, fonction de la protéine et implication di@endéterminisme du phénotype étudié. Cette
étape de validation fonctionnelle est parfois t@splexe.

Le clonage positionnel consiste donc a compléteralée génétique de la région, en
deéfinissant la position du locus recherché surhi®mosome, puis a identifier les genes de
cette région pour mettre en évidence un gene candids’agit d'une méthode longue et
difficile. C’est pour cela qu’elle est souvent cdaipe par la méthode gene candidat décrite
ci-dessous.

IV.1.3.2. Gene candidat
L’approche gene candidat consiste a poser I'hymettgu’'un gene connu peut étre
responsable du phénotype étudié. Lorsqu’un cakaetété décrit de facon détaillée, il devient
possible d'utiliser des banques de données poutiide les génes candidats. L'objectif est
de confirmer ou d’infirmer I'hypothese. (18) (55)

Pour cela, il existe quatre fagons de définir leegéandidat :

* géne candidat positionnel : le chromosome ou ugiemédu chromosome responsable
du phénotype a été identifié (par exemple par genaositionnel). Dans ce cas, deux
manieres de rechercher le géne candidat sont pessib

0 soit I'inventaire des genes présents dans la reggonéalisé a partir d’'une base
de données. Pour chaque géne de cette régiongardesquels génes peuvent
convenir en fonction de leurs roles et des inforomat connues sur le caractere
étudié. Ainsi, une liste de génes candidats edtliétaPour cela, il faut que
I'espéce bénéficie d'une cartographie compléteedegenes : tous les génes de
la région ainsi que leurs fonctions putatives doivétre connus. C’est
globalement le cas des espéeces dont le génomeemti#Eéement séquencé et
annoté (la fonction putative des différents geneété@ indiquée) : homme,
souris ou chien ; (18) (19) (55)
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0 Ssoit pour les espéces ou la cartographie est ingdeyn recherche la région
homologue chez une autre espéce ou la cartographpus compléte et on en
déduit les génes homologues potentiellement présanis la région. Grace
aux cartes comparatives entre especes, on peutaib@nnies régions
homologues conservées dans plusieurs espece®gTa méme facon que ci-
dessus, on en déduit la liste des genes candifleg3 (55)

e géne candidat indépendant de la position: la ipositu locus responsable du
phénotype étudié n’est pas connue. Dans ce cag, meniéres de rechercher les
genes candidats sont possibles :

0 soit un phénotype similaire a celui étudié chezHeen a été décrit dans une
autre espece (homme, souris) pour laquelle le ggsmonsable est connu. On
recherche alors le géne homologue chez le chidrexste, il s'agit alors d’'un
géne candidat pour le phénotype canin ; (18) (55)

o soit I'étude physiopathologique, cellulaire ou nool&ire du caractére analysé
suggere que le géne responsable appartient a omkefde génes connus, on
en déduit alors les genes candidats possiblesgaoceiractere. (18) (55)

Ensuite, le géne candidat est séquencé chez gsdhligidus présentant le caractére
et quelques individus témoins ne le présentantrasomparant les séquences pour ces deux
groupes, une mutation causale peut parfois étrdifube.

Comme nous l'avons expliqué précédemment, les degkniques de clonage
positionnel et d’approche géne candidat sont comgidaires. Le clonage positionnel
appartient a la génétique dite « inverse » : leegerpliqué dans le caractere héréditaire est
identifié directement, sans que la protéine défa soit connue. En effet, en détaillant la
méthodologie du clonage positionnel suivie de ltappe gene candidat, on se rend compte
gu’'aucune étape ne concerne lI'anomalie de la protéodée par le géene défectueux. Seule
'anomalie génétique est étudiée, et seule ladiai®u I'association) entre le géne incriminé
et le caractére étudié est démontrée. C’est senlelmesque la séquence nucléotidique du
géne est connue que I'on peut déduire la séqueacaés aminés qui compose la protéine
correspondante. A partir de cette séquence, on g@eoitir & la structure de la protéine
normale et de la protéine mutée et comprendreyaippathologie de la maladie. (18) (55)

Dans le cas des yeux bleus chez le beagle, land@hdes genes candidats s’est faite
en déterminant les génes responsables de la caldsewyreux bleus chez I'homme, car chez le
chien aucune étude n’a été réalisée a ce jouresdéterminisme de la couleur des yeux non
liée a la couleur du pelage. De plus, chez 'lhomphgsieurs genes responsables de la couleur
des yeux bleus ont été identifiés. lls sont déaitaprés. Nous avons donc postulé que le
phénotype de 'homme et du beagle étaient compesadtl nous avons analysé si les genes
canins homologues des génes humains pouvaienteidpensables de la couleur des yeux
bleus chez le beagle.
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IV.2. Génes responsables de la pigmentation de I'ceil chez
I’lhomme

Chez I'hnomme, la couleur des yeux a une hautedi@ité de 98%, ce qui a permis de
conclure que la couleur des yeux est déterminéétiggiement (36) . La transmission
génétique de la couleur des yeux n'est pas strigtemendélienne bien que la couleur bleue
de [liris suive en grande partie un modéle récessifsi, plusieurs genes seraient
responsables de la transmission de la couleur dag :yc’est un caractere polygénique.
Cependant Zhet al. (16) ont estimé qu’un ou plusieurs locus dangtaon qui contient le
geneOCA2du chromosome 15 expliqueraient 74% de la varialcearactere « couleur des
yeux ». Ceci confirmait qu’il existe une base géngét a la variation de la couleur des yeux
chez 'homme. Les gen&3CA2 (oculocutaneous albinism type 2) /HERGECT and RLD
domain containing E3 ubiquitin protein ligasg épliqueraient la transmission de la couleur
bleue et brune des yeux tandis que d’autres g@&tesaeSLC2A4 (solute carrier family 2
(facilitated glucose transporter), member 4), TXRRosinase), TYRP1 (tyrosinase related
protein 1), SCL45A2 (solute carrier family 45, memR) et IRF4 (interferon regulatory
factor 4)contribueraient a la nuance de la couleur des yeag.derniers génes auraient donc
des effets mineurs par rappo®®&A2/HERC2(33)

IV.2.1. GéneOCA2 (oculocutaneous albinism type 2)

Des mutations dans le ger@CA2 ont été identifiées comme responsables de
I'albinisme oculo-cutané de type 2. Le gene conti®&h exons et a une longueur d’environ
3186 pb. Il code une protéine transmembranaire a2edomaines ressemblant a des canaux
ioniques. La protéine se situe dans les mélanosob@esonction de la protéine n’est pas
connue mais elle pourrait étre impliquée dans taidation et la circulation de la tyrosinase,
dans la régulation du pH du mélanosome ou darégiaation du métabolisme du glutathion.
Le géneOCA2 aurait ainsi un role dans la régulation de la m&dgnese, comme le montre
I'hnypopigmentation de la peau, des cheveux et @& yui survient & la suite d’'une délétion
de la région englobant le ge@®CA2 situé sur le chromosome 15 humain (syndromes de
Prader-Willi et d’Angelman). Inversement, des itisais de copies de la région englobant le
gene OCA2 entrainent une hyperpigmentation de la peau. e f# geneOCA2 humain
possede un homologue chez la souris qui est reablendu phénotype yeux rouges dilué
dans cette espece. (15) (16) (51) (52)

Donnellyet al. (15) ont réalisé une étude d’association entréifé&rents SNP dans la
région du gen®CA2chez des individus de différentes populationsisTBNP dans l'intron 1
du geneOCA2 étaient associés aux phénotypes de la coulewyeales Les trois SNP étaient
rs4779138, rs4778241, rs7495174 et I'haplotypec@dsux yeux bleus était A-C-A.

Un autre SNP (rs1800407) a été identifié dans hek8 et était associé a la couleur
verte des yeux. De plus, il augmentait la pénétade phénotype yeux bleus chez les
individus A-C-A lorsque l'alléle T de ce SNP étaitsent. (15)

D’autres associations plus fortes ont été trouepsoximité du gen®©CA2 dans le
geneHERC2 (15)
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IV.2.2. Géne HERC2 (HECT and RLD domain containing E3
ubiquitin protein ligase 2)

Le geneHERC2est situé en amont du ge@A2 La fonction du géenélERC2est
inconnue mais la protéine codée montre des simddglavec une protéine ligase ubiquine E3.
De plus, il a été montré que des régions non cedatgHERC2 contrdlent I'expression du
geneOCA2 L’intron 86 deHERC2contient une région régulatrice de I'expressiongdne
OCAZ2et c’est une région hautement conservée entrérdiffes espéeces.(52)

Donnelly et al. (15) ont réalisé une étude d’association entri@rmdifits SNP situés dans une
région du géeneHERC2 chez des individus de différentes populations. t@UENP ont été
associés a la couleur des yeux. Le SNP rs12913&3dteé dans l'intron 86, il est dans une
région fortement conservée et il est fortement @sa la couleur des yeux. Le SNP
rs1129038 est situé dans la région 3'UTBT{ranslated Regionde I'exon 93 qui a une
séquence moins conserveée entre différentes esfg@eanéme, il est fortement associé a la
couleur des yeux et il est proche du SNP rs12912.38% yeux bleus sont associés a l'alléle
T de rs1129038 et a l'allele G de rs12913832 ce fqune I'haplotype T-G. Le SNP
rs916977 est situé dans l'intron 12. Le SNP rs1887st localisé dans l'intron 4. Ces deux
SNP sont associés a la couleur des yeux et I'ngmaissocié a la couleur yeux bleus est C-
A. Mais ces marqueurs ne sont pas universels &ipabsents dans certaines populations.

Ainsi, les marqueurs SNP rs1129038 et rs12913882rdétles meilleurs marqueurs
pour les yeux bleus. lls sont certainement prodes$alléle responsable de la couleur des
yeux bleus (en déseéquilibre de liaison) a moinsapsedeux SNP ne soient causaux. (15) (36)
(52)

IV.2.3. Autres genes

D’autres genes chez 'lhomme, d@1itC2A4, TYR, TYRP1 (tyrosinase related protein
1), SCL45A2 (solute carrier family 45, membee®RF4 (interferon regulatory factor 4nt
éte identifiés comme responsables de la grandesit&ale la couleur des yeux et jouent un
réle dans les nuances de la couleur. lls auraient des effets mineurs sur la couleur des
Yeux.

Le genelRF4 aurait une plus faible association avec la coutkas yeux par rapport
aux autres genes.

En revanche, le SNP rs16891982 du g8h€45A2était fortement associé avec les
yeux clairs versus yeux foncés. Mais cette assoniattait plus faible qu’avec le locus
OCA2/HERC2(36) (51)

IV.2.4. Détection de trois nouveaux locus par la recherchde
QTL

IV.2.4.1. Notion de QTL (24)

Un QTL (quantitative trait locup se définit comme un locus dont au moins deux
formes alléliques sont associées a des valeursopiptgues moyennes différentes pour le
caractere étudié. Ainsi lors d’'une étude d’assamiaéntre le phénotype d’une population et
sa composition génétique, il peut exister un ogiplurs phénotypes associés a des différences
de génotype dans certaines régions du génome.
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Un caractére quantitatif présente une variatiorticaa du phénotype et peut étre sous
le contréle d’'un ou plusieurs QTL.

IV.2.4.2. Trois nouveaux locus (33)
Dans I'étude de Liet al. (33) , la couleur des yeux a été quantifiee derfdipéaire,
permettant ainsi d’améliorer le pouvoir d’inderd#tion d’associations génétiques avec la
couleur des yeux. Ainsi, trois nouveaux locus aétidgentifiés.

Sur le chromosome 1 (1942.3), deux SNP (rs376889882955) étaient associés a la
couleur des yeux. lls se situaient dans des intdingyeneLYST (lysosomal trafficking
regulator) qui régule la migration des mélanosomes. Le ¢g&ff@Tpeut influencer lintensité
de la couleur des robes chez la vache. Il est ptibtged’introduire de subtiles variations dans
la pigmentation.

Sur le chromosome 17 (17925.3), trois SNP étaiesbcés a la couleur des yeux.
Deux SNP (rs7219915, rs9894419) se situaient dariatton et un exon du gem¢PLOC4
(nuclear protein localization 4 homolog (S. cerea@) et I'autre SNP (rs12452184) était
localisé dans un intron du gemeGS (hepatocyte growth factor-regulated tyrosine kinase
substrat¢. Dans la région, il existait de plus de nombreetits génes. Le meilleur candidat
avec I'association observée était le gBIEEGG (phosphodiesterase 6G, cGMP-specific, rod,
gamma qui est responsable d’'un disfonctionnement deithélium pigmentaire de la rétine
lorsqu’il est muté.

Sur le chromosome 21 (21g22.3), cing SNP ont @gtifiés comme étant associés a
la couleur des yeux. Quatre SNP (rs1003719, rsZ25282835621, rs2835630 étaient situés
dans l'intron du gen@ TC3 (tetratricopeptide repeat domain) &t 'autre SNP (rs7277820)
était localisé dans le 5’UTR du geBsCR9(Down syndrome critical region gene. Ies
deux génes appartiennent au méme block en déd#quile liaison. Le geneSCR9est par
ailleurs un géne spécifique de la lignée des pamat

De plus, dans cette étude, le lo€@SA2/HERC2tait aussi trés fortement associé a la
couleur des yeux en particulier le SNP rs12913882lisé dans I'intron 86 ddERC2

Ainsi, chez I'homme plusieurs génes et régions mim@mmiques ont été identifiés
comme impliqués dans le déterminisme de la coulesryeux.
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DEUXIEME PARTIE :
ETUDE EXPERIMENTALE
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.  Animaux

Vingt chiens de race beagle ont été utilisés patiecétude(Tableau 2)(dont 13
chiens présentant des hétérochromies de l'irisr{al@s et 3 femelles). Parmi ces chiens :

* les beagles aux yeux marron provenaient d’élevadeedgles de 'ENVA ;

* les beagles H9L2210 (Dumbo), HOB2628 (Saphir), HQ@EB (Balou),
HOB2357 (Turquoise), H2F1068, H2E0725 et H2F1072v@naient de
I'élevage Harlan (élevage francais produisant degagles pour
'expérimentation) ;

* le beagle 7304871 (Falcon) provenait de I'élevagestall en Italie ;

* les beagles 1927312 NYAA (Atchoum) et 1907192 NYA{#Barbie)
provenaient de I'élevage Marshall aux Etats-Unis ;

» les autres beagles ayant une hétérochromie de €idient nés dans I'élevage
de 'ENVA.

Tableau 2 : Liste des chiens inclus dans I'étude

Date
Nom Tatouage ) Sexe Elevage Examens
Naissance

-Examen
ophtalmologique
-ERG
-Génotypage

DUMBO HO9L2210 28/11/2009 Male Harlan

-Examen

SAPHIR " ophtalmologique
HOB2628 | 09/02/2010 Mal Harl

(BEAUGOSSE) ale anan erc

- Génotypage

-Examen
ophtalmologique
-ERG

- Génotypage

BALOU HOG3700 | 03/07/201C Male Harlan

-Examen

Marshall | ophtalmologique
Italie -ERG

- Génotypage

FALCON 73048 71| 01/06/2011  Male

-Examen
ophtalmologique
-ERG

- Génotypage

TURQUOISE HOB2357 | 02/02/201Q0 Femelle Harlan
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-Examen

1927312 N Marshall | ophtalmologique
ATCHOUM NYAA 17/12/2011 Male USA 'ERG
- Génotypage
-Examen
1907192 Marshall .
BARBIE NYAA 17/11/2011| Femelle USA oph:[almologlque
- Génotypage
-Examen
NEO 25/04/2012| Male ENVA | ophtalmologique
- Génotypage
Chiot de turquoise 25/04/2012| Male| ENVA | - Génotypage
(méale 2)
Chiot de turquoise A .
25/04/2012 Male ENVA | - Génotypage
(male 4) ypag
-Examen
WIKI H2EOQ0725 | 06/05/2012 Femelle Harlan | ophtalmologique
- Génotypage
-Examen
KAWAI H2F1068 | 03/06/2012 Male Harlan ophtalmologique
- Génotypage
-Examen
KIWI H2F1072 | 03/06/2012 Méle Harlan ophtalmologique
- Génotypage
ZAZA Femellef ENVA | Aucun
SAKURA 2GLS381 | 18/01/201Q0 Femelle ENVA |- Génotypage
BRIOCHE HOE3067 | 12/05/201Q Femelle ENVA |- Génotypage
LOUTRE Femelle, ENVA |- Génotypage
KIMI 2FJD052 | 23/11/2006 Femelle ENVA | - Génotypage
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BROWNIE

Femelle

ENVA

Aucun

PRUNILLE

HOB2467

17/02/2010

Femel

e ENVA

- Génotypage
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[I. Matériel et méthode

1I.1. Ophtalmologie

[1.1.1. Examen ophtalmologique

Pour I'examen ophtalmologique, les chiens étaidatgs dans une salle en semi-
obscurité.

L’examen ophtalmologique consistait tout d’aborévaluer la fonction visuelle avec
le test du clignement & la menace et avec I'évialnades réflexes photomoteurs direct et
indirect. Le réflexe du clignement a la menacet éé&lisé en approchant rapidement la main
vers I'eeil du chien sans le toucher, le réflexeit gasitif lorsque I'animal fermait les
paupieres. Les réflexes photomoteurs étaient ésaéid’aide d’un transilluminateur de Finoff
(laboratoire Heine, Allemagne). Le faisceau luminétait placé en direction de la pupille de
I'ceil du chien ; le réflexe direct était positifrégue la pupille éclairée se mettait en myosis et
le réflexe indirect était positif lorsque la pupittontrolatérale se mettait en myosis.

A Tlaide du transilluminateur de Finoff, la transpace et la position du cristallin
étaient évaluées par la mise en évidence des indgéxrkinje-Sanson qui permettent de
visualiser des reflets de la lumiére lorsque l@stl éclairé. Elles étaient au nombre de trois :
lorsque le transilluminateur était tourné dans dasshoraire, les deux premieres images
tournaient dans le sens horaire et la troisiemeg@rtaurnait dans le sens antihoraire. Cet
examen permet de vérifier la bonne transparenieebetnne position du cristallin.

Ensuite, un test de Schirmer était réalisé & I'aiéebandelettes Schirmer-Plus
(laboratoire Dina-hitex, République Tcheque) placg@ns le cul de sac conjonctival inférieur
pendant une minute ; la valeur normale chez umabseé de 15 +/- 4 mm par minute.

Ultérieurement, la pression intraoculaire était unés grace a la tonométrie
électronique par rebond ; I'appareil utilisé étaifonoVef (laboratoire Toilat, Finlande) ; la
valeur usuelle chez le chien est entre 10 et 20demercure.

Enfin, pour la réalisation de I'examen du fond d;deis chiens ont regu préalablement
un collyre mydriatique (Mydriaticufh 0,5%, laboratoire Théa, France), cet examen était
effectué avec un ophtalmoscope indirect (HEINE EN2@llemagne) et une lentille de +30
dioptries (HEINE, Allemagne). Les photographies fibesls d'ceil étaient réalisées a I'aide de
I'appareil GENESIS (groupe Kowa company Idt, Japon).

[1.1.2. Examen ERG

[1.1.2.1. Anesthésie et préparation des animaux

Les chiens étaient préparés en ambiance mésojpigsi@upilles étaient dilatées grace
a l'instillation de tropicamide (Mydriaticum®0,5%gaboratoire Théa, France). Les animaux
étaient ensuite anesthésiés. L’induction était igéal avec du propofol (Propovet®,
laboratoire Abbott, Royaume-Uni) puis I'anesthésti@t maintenue par voie gazeuse avec un
mélange isoflurane/ O2.

Les paupiéres étaient ouvertes avec un bléphaedisias fils de traction étaient placés
au limbe de fagcon a maintenir une exposition ssiahte du globe. Avant I'application des
électrodes, un substitut de larmes (Viskyal®, labmre TVM, France) était instillé. Lors de
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la manipulation des beagles, les animaux étaietégl sur un tapis chauffant de maniere a
maintenir une température corporelle proche de3®8°Un drap opaque recouvrait I'animal
afin d’éviter au maximum toutes sources de lumpaemsite. L'ensemble des manipulations
était réalisé au méme moment de la journée (lenndé maniere a éviter toute variation lieée
au rythme circadien.

[1.1.2.2. Matériel et réglage du matériel

L’appareil utilisé était de type Réti-Port (labaria¢ Roland Consult, Allemagne). Le
flash lumineux achromatique était délivré au niveau’électrode active. L’électrode active
était une coque placée au niveau de la cornéeedtiélde de référence était placée sous la
peau a proximité du canthus latéral de I'ceil sténilfélectrode de masse était placée sous la
peau du dos.

Avant de commencer les enregistrements, I'impédaleseélectrodes était controlée
pour chague ceil et devait étre inférieure &5 k

11.1.2.3. Protocole
Le protocole était issu de celui préconisé par Meimet al. (37) Celui-ci permet
d’obtenir des résultats fiables et reproductiblessd’espéce canine.

Etude de I'adaptation a I'obscurité (systéme sdgta :

L’adaptation a la lumiere était réalisée pendantriz@utes. Le chien était placé sous
un tissu occultant. Un flash lumineux achromatigtietensité de 0,03 cd/ffs était délivré
toutes les 4 minutes (1, 4, 8, 12, 16 et 20 mijutes

Réponse mixte cone/batonnet :

Quatre flashs de 3cdffs étaient délivrés en fin d’adaptation & I'obsiutbutes les
10 secondes. Une moyenne de réponses obtenuesgitistimulation a été déterminée. A
partir de la réponse mixte cone/batonnet, les pietenoscillatoires scotopiques ont été
extraits apres modification de la bande passantétiport.

Evaluation du systeme photopique :

Le chien était placé en ambiance photopique (3@/#4@} pendant 10 minutes. Le
fonctionnement des cones était testé avélashs d'intensité de 3 cdffs et la moyenne des
réponses était établie. La fréquence de stimulatiait de 5Hz.

Flicker :
Trenteflashs d'intensité de 3 cdfs étaient délivrés & une fréquence de 31 Hz.

[1.1.2.4. Analyse statistique des résultats
L’analyse des résultats a été realisée avec lestaigstique U de Mann Whitney (test
non paramétrique pour la comparaison de deux geodpet les distributions ne sont pas
normales). Les résultats des tests étaient obtgric® au logiciel STATVIEW version 5.0
(SAS Institute).
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1I.2. Génétique

11.2.1. Arbres généalogiques

Pour les beagles inclus dans I'étude et provenant’élevage Harlan, un arbre
généalogique a été réalisé, a l'aide du logicieddigree Draw 6.0hftp://www.pedigree-
draw.com/descPD60.htmMacintosh OS X). Les pedigrees ont été fournis |gevage
Harlan. L'arbre généalogique a été complété avecieisements faits a 'ENVA entre des
beagles de I'élevage Harlan et de 'ENVA.

[1.2.2. Extraction d’ADN

1.2.2.1. A partir du sang

L'extraction d’ADN a été réalisée a partir de pv@dents de sang sur des tubes
EDTA (acide éthylene diamine tétracétique).

Le sang a été transvaseé dans un tube a centrifiege® mL. Un volume quadruple de
solution de lyse des globules rouges (SLR) y ajétdte.

La préparation d’'un litre de SLR consiste a ajolgercomposants suivants :

- TRIS 1 molaire (M) dilué au 1/100 : 10mL ;

- MgCl; 1M dilué au 1/200 : 5mL ;

- NaCl 1M dilué au 1/500 : 2mL ;

- HyO :983mL.

Les tubes ont été agités sur rouleaux pendant Gtesrpuis centrifugés 10 minutes a
1500 tours/min & 4°C. A partir du culot de globulesges obtenu, I'utilisation d’un automate
MAXWELL 16 (Promega, USA) permis I'extraction d’ADN(Annexe 1, Annexe .3les
quantités d’ADN ont alors été mesurées a l'aidendpectrophotometre NANODROP 2000
(Cabtech, France).

1.2.2.2. A partir de brossettes
Une brossette par chien a été frottée contre laueusp buccale. L’extraction de
I'ADN a été réalisée suivant le protocole décrihglda noticlAnnexe 2, Annexe &} avec
I'utilisation d’'un automate du MAXWELL 16 (PromeddSA).
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11.2.3. PCR

[1.2.3.1. Dessin des amorces de PCR
Les amorces utilisées pour la PCR ont été dessiaékmde du logiciel Primer3
(http://primer3.ut.e@/

Pour le séquencage d’'une partie de l'intron 85 dne¢gdERC2 canin, (cette partie
correspond a la position du SNP rs12913832 hum#s),amorces choisies étaient assez
grandes car des amorces plus petites n’étaierags&z sélectives. Cette région tres conservée
entre le chien et ’'homme mesurait 398 nucléoti@iEzbleau 3

Tableau 3 : Amorces choisies pour le séquencageediartie de I'intron 85 du géne HERC2

Amorce « forward » Amorce « reverse »

Int85long ttgtccatgagggcagttcccattc acatgcctgectagttacagg

[1.2.3.2. Réaction de PCR

La réaction de PCR permet I'amplification des fragis d’ADN. Le protocole utilisé
était pour une réaction :

- eau stérile : 18,8L ;

- amorces a 1M : 0,5+0,5uL ;

- nucléotides libres (ANTP 10mM) : & ;

- tampon avec MgGla 1,5 mM concentré 10 fois : 24 ;

- taq polymérase (QBiogen S.A. France, Courtaboeahde) : 0,31L ;

- ADNa20nghL : 2L ;

- volume total : 25uL.

Le programme de PCR utilisé fut le suivant :

- dénaturation initiale de 5 minutes a 94°C ;

- 30 cycles composés de 3 phases : 20 secondes a31¥econdes a 55°C et 30
secondes a 72°C ;

- élongation finale de 5 minutes a 72°C.

La qualité des amplifications a été vérifiée pawe uklectrophorése dans un gel
d’agarose a 3 % coloré au GelRed (Biotium, Hayw@alifornie).

Pour le pyroséquencage, le programme de PCR étsuiivant.

Le protocole utilisé était pour une réaction :

- eau stérile : 36,pL ;

- amorces a 1M : 1+1 L ;

- nucléotides libres (ANTP 10mM) L ;

- tampon avec MgGla 1,5 mM concentré 10 fois :\& ;

- taq polymérase (QBiogen S.A. France, Courtaboeahde) : 0,31L ;
- ADNa20nghL : 5uL;

- volume total : 5QuL.
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Le programme de PCR utilisé fut le suivant :

- dénaturation initiale de 5 minutes a 94°C ;

- 50 cycles composés de 3 phases : 15 secondes a3 ¥econdes a 55°C et 30
secondes a 72°C ;

- élongation finale de 5 minutes a 72°C.

11.2.4. Séquencage

Les séquences d’ADN ont été obtenues apres envide de produit de PCR et des
amorces de PCR chez GATC (GATC Biotech, Contancdenmfagne, www.gatc-
biotech.con). Elles ont été réalisées a partir de 'ADN deoBhie, Sakura, Turquoise et
Beaugosse.

11.2.5. Pyrosequencage

Pour tous les chiens, dont 'ADN a été recueillADN a été séquencé par
pyroséquencage.

Le pyroséquencage avait pour but de déterminem svariation trouvée dans la
séquence de l'intron 85 d¢ERC2se retrouvait chez des chiens aux yeux marromeyeaux
bleus. Le pyroséquenceur permet de séquencer émedtite séquence (quelques dizaines de
nucléotides) a la suite de 'amorce de séquence.

Tout d’abord, un appareil de recueils des monobdiddN a été utilisé (Biotage,
Uppsala, Suede : www.biotage.com). Des microbike®uvertes de streptavidine (40ont
été ajoutées a 40de produits de PCR. Les billes ont ensuite éapérées par aspiration sur
les tiges d’un peigne. Le peigne a ensuite étégdlatans les trois solutions suivantes pendant
5 secondes a chaque étape :

- éthanol a 70°,

- solution de dénaturation (Biotage),

- solution de lavage (Biotage).

Les billes ont été déposées dans la plaque deigsdmupyroséquencage (Biotage) qui
contenait le primer de séquencage aulMben solution dans 4Ql de tampon de séquencage
(Biotage). Cette plaque a été placée a 90°C per®lamtutes pour achever la dénaturation.
La plaque a été placée dans le pyroséquenceur RI)&age) et a été assortie d’'une
cartouche contenant :

- I'enzyme (polymérase, Biotage),

- le milieu réactionnel (Biotage),

- les quatre bases A, T, G, C (Biotage).

Les résultats ont été transmis directement a uimateLir couplé au pyroséquenceur.
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11.2.6. Logiciels utilisés

Les recherches de séquences de genes dans lesegéoanins et humains ont été
effectuées a I'aide de la base de données Ensétiynlfvww.ensembl.orfg (19)

La recherche de séquences conservees entre I'hetrlmehien a été effectuée grace
a l'utilitaire BLAST (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.ggi(40)

Les alignements de séquences nucléotidiqgues ongftsétués a I'aide du logiciel
Multalin (http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/multalimml). (13)

Les amorces de PCR et de séquencage ont étéaissaitiaide du logiciel PRIMER3
(http://primer3.ut.eg/

Les amorces utilisées pour le pyroséquencage entleédsinées a I'aide du logiciel
PSQ Assay Design (Biotage, Suede).

L’analyse des résultats de séquencage a éeté eealisaide du logiciel Chromaslite
2.01 (Technelysium Pty Ltdwww.technelysium.com.gu

Les conversions de format de séquence ont ététwdiex a I'aide du logiciel BCM
Search LauncherSequence Utilitieshttp://searchlauncher.brm.edu/seqg-util/seqg-utillhtm

L’'arbre généalogique a été réalisé, a laide duicleh Pedigree Draw 6.0
(http://www.pedigree-draw.com

75



1. Reésultats

l11.1. Etude ophtalmologique

[1.L1.1. Examen ophtalmologique

Le beagle HOB2628 présentait, aux deux yeux, urtérdgéhromie de liris se
traduisant par une différence de coloration surgabairis (présence de plages bleues et
marron). Son ceil droit (10 % de plage marron) &this dépigmenté que son ceil gauche
(50 % de plage marrorgfrigure 30) De méme le beagle H2F1072 présentait aux deux yeu
une hétérochromie de l'iris ; son iris droit avaitviron 50% de plage marron et 50 % de
plage bleue et son iris gauche était plus pimamt@&isviron 90 % de la surface.

Figure 30 : Couleur des iris du beagle HOB2628

il A ._ \
(il droit (Eil gauche

Les beagles HOG3700, H9L2210, HOB2357, H2F1068e#871 possedaient un iris
gauche pigmenté de couleur marron et un iris di®itouleur bleu@~igure 31)

Les beagles 1907192NYAA et H2E0725 avaient undescouleur bleue a gauche et
un iris pigmenté de couleur marron a droite.

Les beagles 1927312NYAA et NEO avaient les dewxde couleur bleue.
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Figure 31 : Couleur des iris du beagle HOG3700

Al |

y h‘w.\ i\ .("J

(il droit | Eil gauche

Les anomalies du cristallin et de la cornée étaabrentes, la réponse a la menace, le
réflexe photomoteur, 'examen oculaire, le tesBdairmer et la pression intraoculaire étaient
normaux chez ces beagl@@bleau 4 et Tableau 5)

Tableau 4 : Résultats de la réponse du test dunefitent a la menace et des réflexes

photomoteurs
Beagle Clignement a la menace| Réflexe photomoteur Réflexe photomoteur
direct indirect
il droit (Eil gauche | il droit | CEil gauche (il droif il gauche

HOB2628 + + + + + +
HOG3700 + + + + + +
HI9L2210 + + + + + +
HOB2357 + + + + + +
H2F1072 + + + + + +
H2EO0725 + + + + + +
H2F1068 + + + + + +
NEO + + + + + +
7304871 + + + + + +
1907192

+ + + + + +
NYAA
1927312

+ + + + + +
NYAA

+ : indique une réponse présente
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Tableau 5 : Résultats du test de Schirmer et gredasion intraoculaire

Beagle Test de Schirmer (en mm/min Pressionantriaire (mmHgQ)
il droit (il gauche il droit (il gauche
HOB 2628 20 22 17 20
HOG 3700 27 24 17 17
HOL 2210 19 15 19 21
HOB 2357 25 18 17 19
H2F 1072 12 13 Non réalisé Non réalisé
H2E 0725 15 15 16 17
H2F 1068 18 15 20 23
NEO 20 10 21 21
7304871 22 23 19 17
’{I%OZ‘Ang Non réalisé Non realisé 14 18
;%2;;12 Non réalisé Non realisé 20 25

Le fond d’'ceil du beagle HOB 2628 présentait uneezem position dorsale avec un
tapis de couleur verte et une zone sans tapis deewomarron clair incluant une zone
dépigmentée de couleur rouge laissant apparaitv@daularisation de la choroide. La zone
dépigmentée était de taille plus importante a drqit’a gauche. Les fonds d’'ceil a droite et a
gauche étaient similairésigure 31).
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Figure 31 : Schéma et photos du fond d’'ceil du ebiglB2628

Dorsal

Dorsal Zone du tapis
de couleur verte

Papille

Zone dépigmentt

Zone sans tapis
pigmentée claire

il droit (Eil gauche

Fond d'ceil & droite de HOB2628 Fond dagjauche de HOB2628

Photos : Unité d’'ophtalmologie, CHUVA, ENVA.

Le beagle H2F1072 présentait un fond d’ceil idemtiguroite et a gauche. La zone du
tapis en position dorsale était de couleur jaurre-¥& zone sans tapis était pigmentée de
couleur marron foncéFigure 32)

Figure 32 : Schéma du fond d’ceil du beagle H2F1072

Dorsale Zone du tapis Dorsale
de couleur

jaune-verte

Papille

Zone sans tapis :
pigmentée foncé

CEil droit Eil gauche

Les fonds d'ceil a gauche des beagles HOG3700, HH),220B2357, H2F1068 et
7304871 possédaient une zone du tapis de coulenug-jeert et une zone sans tapis pigmentée
de couleur marron foncé. Les fonds d'ceil a droies deagles HOG3700, H9L2210,
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HOB2357, H2F1068 et 7304871 présentaient une zépmhentée en position dorsale avec
absence de tapis, de couleur rouge, laissant appdes vaisseaux de la choroide et une zone
sans tapis pigmentée qui était plus claire quee zans tapis de I'ceil controlatél@igure

33, Figure 34, Figure 35)

Figure 33: Schémas des fonds d'ceil des beagles HOG3H9L2210, HOB2357, H2F1068
et 7304871

Dorsal

Zone du tapis
de couleur
jaune-verte

Dorsal

Absence de tapis

Papille

Zone sans taf:
Pigmentée claire Pigmentée fonc

il droit (Eil gauche

Figure 34 : Fonds d'ceil du beagle H9L2210

Fond d’ceil a droite Fond d'ceil a gauche
Figure 35: Fonds d'ceil du beagle HOG3700

Fond d'ceil a droite Fond d'ceil a gauche

Source des photos : Unité d’ophtalmologie, CHUVNVA
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Les fonds d’ceil a droite des beagles 1907192NY¥ARA2E0725 possédaient une zone
du tapis de couleur jaune-vert et une zone sais pggmentée de couleur marron fonceé. Les
fonds d'ceil a gauche des beagles 1907192NYAA et (H2E présentaient une zone
dépigmentée en position dorsale avec absence g d&pcouleur rouge, laissant apparaitre
les vaisseaux de la choroide et une zone sanspigpientée qui était plus claire que la zone

sans tapis de I'ceil controlatér@figure 36)

Figure 36: Schémas du fond d’ceil des beagles 1FNYBA et H2E0725

Dorsal Zone du tapis Dorsal
de couleur
jaune-verte  Absence de tapi

Papille

Zone sans tapis :

Pigmentée fonc Pigmentée clair

il droit (Eil gauche

Les fonds d'ceil a droite et gauche des beagles3IZ2AYYAA et NEO présentaient
une zone dépigmentée en position dorsale avec @bskntapis, de couleur rouge, laissant
apparaitre les vaisseaux de la choroide et une game tapis pigmentée qui était plus claire
gue la zone sans tapis de I'ceil controlatéFagure 37)

Figure 37: Schémas des fonds d'ceil des beagles819RK AA et NEO

Dorsal Dorsal

Absence de tapi

Papille-

Zone sans tapis : Pigmentée clat

il droit (Eil gauche

[11.1.2. Examen ERG

Les résultats de 'ERG sont présentés sous fornmdee(Figure 38, Figure 39t
permettaient d’obtenir différentes valeurs (ampléwes ondes a et b et temps de culmination
des ondes a et b) en fonction de I'ambiance sopiepet de l'intensité du flash. Les résultats
sont résumeés dans les tableaux ci-dessbaisiéau 6, Tableau 8, Tableau 10, Tableay 12
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Figure 38 : Courbe obtenue aux cours de I'exame® BR H2E0725 en ambiance scotopique

RETIport32 Hiospltal | Pratlos Mame
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2 LeTt ChZ 0, &cdimED 137UV

4 LeTt ChZ 0, T3cdimmfd 1E2UW

Courbe 1 : obtenue pour I'ceil droit en scotopiqaasadaptation.
Courbe 3 : obtenue pour I'ceil droit en scotopique@adaptation.
Courbe 2 : obtenue pour I'eeil gauche en scotopspares adaptation.
Courbe 4 : obtenue pour I'eeil gauche en scotopapex adaptation.
b : onde b, N : ligne de base



Figure 39 : Courbe obtenue aux cours de l'examerGER H2E0725 en ambiance
photopique
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Courbe en haut a droite : obtenue pour I'ceil demtscotopique a 3cds/mz2.
Courbe en haut a gauche : obtenue pour I'ceil gawrhecotopique a 3cds/mz2.
Courbe au milieu a droite: obtenue pour I'ceil dreit photopique.

Courbe au milieu & gauche : obtenue pour I'ceil deuen photopique.

Courbe en bas a droite : obtenue pour I'ceil droitfiicker.

Courbe en bas a gauche : obtenue pour I'ceil gaechiticker.

b:ondeb, a:ondea, N:ligne de base
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Les différents types d’ceil ont put étre rangées &ois :
* ceil avec iris de couleur marron et avec un fondildfggmenté avec tapis (cell
majoritairement présent chez le beagle) : lot témoi

» ceil avec iris de couleur bleue et avec un fond Idfmeu pigmenté sans tapis : lot

subalbinos sans tapis ;
* ceil avec iris hétérochromique de couleur bleue atron et avec un fond d’'ceil peu
pigmenté avec tapis : lot subalbinos avec tapis.

Seuls les deux premiers lots ont pu étre compledsyisiéme lot ne contenant que deux

yeux. Les résultats de 'amplitude de I'onde b gésentés dans Tableau 6

Tableau 6 : Résultats des ERG pour I'amplitudeatalke b

Amplitude de I'onde b (microvolts)

Lot témoins
Scotopique| Scotopique| Scotopique| Photopique| Flicker
Ambiance sans avec
adaptations| adaptation
Intensité Flash cds/m2 0,03 0,03 3 3 3
Chien Fond d'ceil
H2EQ725 | pigmenté 63,3 96,3 228.,0 47,5 34,0
oD avec tapis
H9L2210- | pigmenté 20,9 38,6 98,5 33,2 17,1
0oG avec tapis
Falcon-OG| pigmenté 161 103 135 33,4 32,4
avec tapis
HOG3700-| pigmenté 56,4 95,5 183 28,6 18
oG avec tapis
HOB2357-| pigmenté 106 133 238 37,9 13,8
0oG avec tapis
H2F1068- | pigmenté 39 48,9 216 37,1 36,2
oG avec tapis
Moyenne 74,43 85,88 183,08 36,28 25,25
Ecart-type 51,11 35,55 55,83 6,42 9,98
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Lot subalbinos sans tapis

Scotopique| Scotopique| Scotopique| Photopique| Flicker
Ambiance sans avec
adaptations| adaptation
Intensité Flash cds/m2 0,03 0,03 3 3 3
Chien Fond d'cell
H2E0725 | peu 137 162 303 53,2 36,5
oG pigmenté
sans tapis
HIL2210- | peu 21,7 30,6 87,6 11,7 6,93
OD pigmenté
sans tapis
Falcon-OD| dépigmenté 165 110 225 37,8 33,5
sans tapis
HOG3700-| peu 83,4 124 169 30,6 21
oD pigmenté
sans tapis
HOB2357-| peu 83,5 110 161 38,8 33,5
oD pigmenté
sans tapis
Atchoum- | dépigmenté 71,4 129 269 32 31
OD sans tapis
Atchoum- | dépigmenté 76,2 122 248 8,7 8,12
oG sans tapis
H2F1068- | modérément 15,8 21 135 27,3 30,4
oD pigmenté
sans tapis
Moyenne 81,75 101,08 199,70 30,01 25,12
Ecart-type 50,82 49,27 73,33 14,52 11,77
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Lot subalbinos avec tapis
Scotopique| Scotopique| Scotopique| Photopique| Flicker
Ambiance sans avec
adaptations| adaptation
Intensité Flash cds/m2 0,03 0,03 3 3 3
Chien Fond d’'cell
HOB2628- | pigmenté 48,8 65,9 203 41,9 30,8
oG claire avec
plage
dépigmentée
avec tapis
HOB2628- | pigmenté 31,7 47,8 114 26,5 8,27
OD claire avec
plage
dépigmentée
avec tapis
Moyenne 40,25 56,85 158,50 34,20 19,54
Ecart-type 12,09 12,80 62,93 10,89 15,93

OD : ceil droit, OG : ceil gauche.

Les moyennes du lot témoin et du lot subalbinos &apis pour 'amplitude de I'onde
b ont été comparées avec le test U de Mann Whighégs résultats du test ont montré que
p > 0,05 (Tableau 7). En conclusion, les moyennes de ces deux lots iefdgtapas
significativement différentes.

Tableau 7 : Test U de Mann Whitney pour 'amplitaeéd’'onde b

Scotopique Scotopique Scotopique Photopique Flicker
sans avec (3 cds/m2)
adaptations adaptation
(0,3 cds/m2) | (0,3 cds/m2)
Valeurde Z | 0,516 0,904 0,452 0,904 0,129
Valeur de p | 0,6056 0,3662 0,6514 0,3662 0,8973

Les résultats du temps de culmination de I'ondertt présentés dansTableau 8
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Tableau 8 : Résultats des ERG pour le temps deiration de I'onde b

Temps Culmination de I'onde b (ms)
Lot témoins
Scotopique| Scotopique| Scotopique| Photopique| Flicker
Ambiance sans avec
adaptations| adaptation
Intensité Flash cds/m2 0,03 0,03 3 3 3
Chien Fond d'ceil
Falcon-OG| pigmenté 55 50 32 28 58
avec tapis
H9L2210- | pigmenté 56 50 34 26 25
0oG avec tapis
H2E0725 | pigmenté 50 50 26 25 25
oD avec tapis
HOG3700-| pigmenté 52 52 36 25 55
oG avec tapis
HOB2357-| pigmenté 41 53 32 24 22
oG avec tapis
H2F1068- | pigmenté 44 52 27 25 56
oG avec tapis
Moyenne 49,67 51,17 31,17 25,50 40,17
Ecart-type 6,02 1,33 3,92 1,38| 17,77
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Lot subalbinos sans tapis
Scotopique| Scotopique| Scotopique| Photopique| Flicker
Ambiance sans avec
adaptations| adaptation
Intensité Flash cds/m2 0,03 0,03 3 3 3
Chien Fond d'cell
Falcon-OD| dépigmenté 50 50 32 30 60
sans tapis
HIL2210- | peu 53 50 34 27 25
oD pigmenté
sans tapis
H2E0725 | peu 50 44 32 24 55
oG pigmenté
sans tapis
HOG3700-| peu 47 53 35 26 56
oD pigmenté
sans tapis
HOB2357-| peu 52 49 25 26 25
oD pigmenté
sans tapis
Atchoum- | dépigmenté 49 44 35 26 27
OD sans tapis
Atchoum- | dépigmenté 52 50 35 31 38
oG sans tapis
H2F1068- | modérément 41 42 26 26 58
oD pigmenté
sans tapis
Moyenne 49,25 47,75 31,75 27,00f 43,00
Ecart-type 3,85 3,88 4,06 2,33| 15,84
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Lot subalbinos sans tapis
Scotopique| Scotopique| Scotopique| Photopique| Flicker
Ambiance sans avec
adaptations| adaptation
Intensité Flash cds/m2 0,03 0,03 3 3 3
Chien Fond d’'cell
HOB2628-| pigmenté 47 49 33 26 56
oG claire avec
plage
dépigmentée
avec tapis
HOB2628- | pigmenté 49 52 36 25 56
OD claire avec
plage
dépigmentée
avec tapis
Moyenne 48,00 50,50 34,50 25,50/ 56,00
Ecart-type 1,41 2,12 2,12 0,71 0,00

OD : ceil droit, OG : ceil gauche.

Les moyennes du lot témoin et du lot subalbinosc aapis pour le temps de
culmination de I'onde b ont été comparées aveedell de Mann Whitney et les résultats du
test ont montré que p > 0,dFableau 9).En conclusion, les moyennes de ces deux lots
n'étaient pas significativement différentes.

Tableau 9 : Test U de Mann Whitney pour le tempsutteination de I'onde b

Scotopique Scotopique Scotopique Photopique Flicker
sans avec (3 cds/m2)
adaptations adaptation
(0,3 cds/m2) | (0,3 cds/m2)
Valeurde Z | 0,452 1,807 0,258 1,485 0,710
Valeurde p | 0,6514 0,0707 0,7963 0,1376 0,4777

Les résultats de I'amplitude de I'onde a sont pr&sedans |dableau 10
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Tableau 10 : Résultats des ERG pour 'amplitudéatele a

Amplitude de I'onde a (microvolts)

Lot témoin
Ambiance Scotopiquel Photopique
Intensité Flash cds/m2 3 3
Chien Fond d'cell
H2EQ0725 | pigmenté avec tapis 81,8 8,58
oD
H9L2210- | pigmenté avec tapis 49,5 5,15
0G
Falcon-OG| pigmenté avec tapis 55,6 7,57
HOG3700-| pigmenté avec tapis 63,5 4,8
0G
HOB2357-| pigmenté avec tapis 70,1 3,98
0G
H2F1068- | pigmenté avec tapis 82,5 6,22
0G
Moyenne 67,17 6,05
Ecart-type 13,54 1,75
Lot subalbinos sans tapis
Ambiance Scotopique Photopique
Intensité Flash cds/m2 3 3
Chien Fond d'cell
H2EQ725 | peu pigmenté sans tapis 95,5 3,81
0G
H9L2210- | peu pigmenté sans tapis 47,2 6,55
OD
Falcon-OD| dépigmenté sans tapis 105 19,7
HOG3700-| peu pigmenté sans tapis 64,1 10,3
oD
HOB2357-| peu pigmenté sans tapis 83,2 11,9
oD
Atchoum- | dépigmenté sans tapis 129 17,6
oD
Atchoum- | dépigmenté sans tapis 111 4,89
0G
H2F1068- | modérément pigmenté sans tapis 54,2 5,9
oD
Moyenne 86,15 10,08
Ecart-type 29,10 5,96

90



Lot subalbinos avec tapis
Ambiance Scotopiquel Photopique
Intensité Flash cds/m2 3 3
Chien Fond d'cell

HOB2628-| pigmenté claire avec plage dépigmentée 86,9 9,72
0oG avec tapis
HOB2628-| pigmenté claire avec plage dépigmentée 46,1 2,94
oD avec tapis

Moyenne 66,5 6,33

Ecart-type 28,85 4,79

OD : ceil droit, OG : ceil gauche.

Les moyennes du lot témoin et du lot subalbinog &apis pour 'amplitude de I'onde
a ont été comparées avec le test U de Mann Whithdg résultat du test ont montré que
p>0,05 (Tableau 11).En conclusion, les moyennes de ces deux lots iafdtgpas

significativement différentes.

Tableau 11 : Test U de Mann Whitney pour 'amplktw® I'onde a

Scotopique Photopique Flicker
(3 cds/m2)
Valeurde Z | 1,291 1,162 0,129
Valeurde p | 0,1967 0,2453 0,8973

Les résultats du temps de culmination de I'onderd présentés dansTableau 12
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Tableau 12: Résultats des ERG pour le temps deiration de 'onde a

Temps Culmination de 'onde a (ms)

Lot témoins
Ambiance Scotopiquel Photopique
Intensité Flash cds/m2 3 3
Chien Fond d'cell
H2EQ725 | pigmenté avec tapis 11 10
oD
H9L2210- | pigmenté avec tapis 12 7
0G
Falcon-OG| pigmenté avec tapis 12 11
HOG3700-| pigmenté avec tapis 14 9
0G
HOB2357-| pigmenté avec tapis 12 11
0G
H2F1068- | pigmenté avec tapis 12 10
0G
Moyenne 12,17 9,67
Ecart-type 0,98 1,51
Lot subalbinos sans tapis
Ambiance Scotopiquel Photopique
Intensité Flash cds/m2 3 3
Chien Fond d'cell
H2EQ0725 | peu pigmenté sans tapis 11 9
0G
H9L2210- | peu pigmenté sans tapis 12 10
OD
Falcon-OD| dépigmenté sans tapis 12 11
HOG3700-| peu pigmenté sans tapis 12 12
OD
HOB2357-| peu pigmenté sans tapis 13 11
OD
Atchoum- | dépigmenté sans tapis 12 12
OD
Atchoum- | dépigmenté sans tapis 12 18
0G
H2F1068- | modérément pigmenté sans tapis 12 11
OD
Moyenne 12,00 11,75
Ecart-type 0,53 2,71
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Lot subalbinos avec tapis

Ambiance Scotopiquel Photopique
Intensité Flash cds/m2 3 3
Chien Fond d'cell

HOB2628-| pigmenté claire avec plage dépigmentée 11 11

0oG avec tapis

HOB2628-| pigmenté claire avec plage dépigmentée 12 9

oD avec tapis
Moyenne 11,50 10,00
Ecart-type 0,71 1,41

OD : ceil droit, OG : ceil gauche.

Les moyennes du lot témoin et du lot subalbinosc awapis pour le temps de
culmination de I'onde a ont été comparées aveedeU de Mann Whitney et les résultats du
test ont montré que p > 0,08l[ableau 13).En conclusion les moyennes de ces deux lots

n'étaient pas significativement différentes.

Tableau 13 : Test U de Mann Whitney pour le tengpsutinination de I'onde a

Scotopique Photopique Flicker
(3 cds/m2)
Valeurde Z | 0,065 1,743 0,710
Valeur de p | 0,9485 0,0814 0,4777

Ainsi, les moyennes des valeurs obtenues sur meplitades et le temps de
culmination des ondes a et b n’étaient pas sigtifiement différentes entre les yeux témoins

et les yeux subalbinos sans tapis.
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111.2. Pelage

Pour tous les chiens ayant au moins un ceil blezgriéour du pelage autour des yeux a
éte regardé. Taableau 14

Tableau 14: Pelage autour des yeux des beagles ayamoins un ceil bleu

Nom / Couleur des | Pelage autour de| Pelage autour de
Sexe | Elevage . : .
Tatouage yeux I'ceil droit I'ceil gauche
Yeux Vairons :
DUMBO N ceil droit bleu
HOL2210 Male Harlan il gauche Marron Marron
marron
SAPHIR Yeux Bleus B(L:\?w:hiitzl;rsglu
(BEAUGOSSE) Male Harlan - ) Marron
hétérochromique Marron autour du
HOB2628
canthus temporal
Yeux Vairons :
BALOU N ceil droit bleu ) . ) .
HOG3700 Male Harlan il gauche Gris (Figure 4Q Gris(Figure 40
marron
Yeux Vairons :
FALCON Male Marshall ceil droit bleu Marron Marron
73048 71 Italie ceil gauche
marron
Yeux Vairons :
TURQUOISE ceil droit bleu
HOB2357 Femelle Harlan il gauche Marron Marron
marron
ATCHOUM N Marshall
1927312 NYAA Male USA Yeux bleus Blanc Blanc
Yeux Vairons :
BARBIE Marshall . . .
1907192 NYAA Femelle USA oelll gagche bleu Blanc(Figure 41 Blanc(Figure 41
ceil droit marron
NEO Male ENVA Yeux bleus Marron Marron
] . _ Blanc autour du
Ch|.ot de ) ) Ye_ux veyroq : canthus nasal .
turqum;e (male | Male ENVA o_tlall dr0|tt_]ng:)sI Sinon Marron Marron(Figure 42
ceil gauche bleu .
) g (Figure 42
Chiot de yoeelijlxd\r/(f;liltror:; : Blanc autour du
turquoise (male | Male ENVA . 9 canthus nasal Marron
il gauche )
4) Sinon Marron
marron
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Yeux vairon :

Chiot de . L
) ceil droit gris . .
turquoise Femelle| ENVA : g Marron(Figure 43 | Marron(Figure 43
(femelle) aeil gauche bleu
hétérochromie
Yeux Vairons :
WIKI . .
Femelle Harlan | ceil droit marron Marron Marron
H2E0725 .
ceil gauche bleu
Yeux Vairons :
KAWAI N ceil droit bleu
H2E1068 Male Harlan il gauche Marron Marron
marron
KIWI R Yeux Bleus
H2F1072 Male Harlan Marron Marron

hétérochromique

Figure 40 : Photo du chien HOG3700

Figure 41 : Photo du chien 1907192NYAA
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Figure 42 : Photo du chiot méle de Turquoise-Saphir
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111.3. Génétique

[11.3.1. Identification du mode de transmission

L’arbre généalogique a montré le lien entre legmhiaux yeux bleus qui provenaient
de I'élevage de Harlan et des différents croissesn@alisés a 'ENVA(Figure 44)

97



Figure 44 : Arbre généalogique des beagles provedan'élevage Harlan
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Légende de I'arbre : les carrés représentent letesjdes ronds les femelles. Les chiens aux deux
yeux bleus sont noircis, les chiens avec un aail fmiésentent un symbole a demi noirci (noir du
cOté de I'ceil bleu). Les nombres dans les symhitkguent le nombre de males et de femelles
produits.

Dans I'élevage de Harlan, les chiens ayant au mainseil bleu avaient 4 ascendants qui
revenaient souvent. H9L2210 (Dumbo) avait commem@rgrands-parents les chiens 8001,
3515630, 3529410 qui était des ascendants de HOBERIrquoise). HOG3700 (Balou) avait
comme ascendants les chiens 3515630 et 35294 10n(@osna Turquoise et Dumbo). De plus, le
male H512456 avait eu 4 chiots ayant au moins Urblei avec 3 femelles différentes. De plus
les meres de 3 de ces 4 chiots avaient comme aste2@E7 qui était présent dans la généalogie
de Balou. Et pour deux de ces chiots, ils avaiemme ascendant 8001 qui était également
présent chez Turquoise et Dumbo. Il existait dom@dmbreux liens de parenté entre les beagles
présentant au moins un ceil bleu.

Dans le but de confirmer un mode de transmissionadactere « yeux bleus », différents
croisements de chiens ont été réalisés a I'ecéldalt. (Tableau 1% Les croisements d’un chien
aux yeux vairons et d’'un chien aux yeux bleus amngé 69% de chiots aux deux yeux de couleur
marron, 8% de chiots aux deux yeux bleus et 23%hilens aux yeux vairons. Le croisement
d’un chien aux yeux marron avec un chien ayant amnsnun ceil bleu a donné 0% de chiens aux
yeux bleus. Le croisement de deux chiens aux yairons a donné 0 % de chiots aux yeux
bleus.
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Tableau 15 : Croissements réalisées a I'ENVA

Date .
Mére Yeux Pére Yeux Naissance Nt.) chiots | Couleur d_es yeux des
. vivants chiots
Chiots
ZAZA Marron | DUMBO Vairons | 16/05/2011 2 femelles Marron
/ 2 méles
SAKURA | Marron |BEAUGOSSE 2 yeux bleus| 29/06/201 11/ fsemgl"eess Marron
LOUTRE | Marron | BALOU vairons | 03/07/2011 3 femelles Marron
/ 6 males
TURQUOISE| Vairons | DUMBO Vairons | 12/08/2011 3[?22"? Marron
BRIOCHE | Marron | DUMBO vairons | 16/12/2011 8 femelles Marron
/ 5males
SAKURA | Marron |BEAUGOSSE 2 yeux bleus 29/01/20122/ fsemgl"eess Marron
Femelles : 2 Marron
Males :
TURQUOISE| Vairons |BEAUGOSSH 2 yeux bleus| 25/04/2017 fémelles 1 Marron
/ 4 males 1 Bleu
2 Vairons ; bleu/grisvert
marron/grisvert
femelles 1 Vairons bleu/grisver
TURQUOISE| Vairons |BEAUGOSSE 2 yeux bleus 07/01/201?4 males 2 Femelles : marron
4 Males : marron
BRIOCHE | Marron |BEAUGOSSE 2 yeux bleus| 10/07/2012° femelles Marron
/ 2 males
2 femelles Marron
BROWNIE Marron | BEAUGOSSE 2 yeux bleus 22/06/2013/4méles

Le croisement d’'un chien aux yeux marron et d’'urerctayant au moins un ceil bleu ne
donnait pas de chiens aux yeux bleus. Si la tressam était autosomique dominante a
pénétrance compléte, il y aurait eu 50 % des claeés au moins un ceil bleu. De plus, I'élevage
de Harlan ne fait reproduire que des chiens ayntéux yeux marron et pourtant de temps en
temps dans une portée, un chien ayant au moins iburblea nait. Donc la transmission
autosomique dominante a pénétrance complete apé@&irtée.

Le mode de transmission n’était pas lié a I'Y cas temelles avaient des yeux bleus.

Le mode de transmission n’était pas lié a I'’X daamihcar des femelles ayant un pere aux
yeux bleus pouvaient avoir des yeux marron.

Le mode de transmission n’était pas lié a I'X sestlecar des males ayant une mere aux
yeux vairon pouvaient avoir des yeux marron.

Le croisement d’'un chien aux yeux vairons et d’birec aux yeux bleus ne donnait pas
100% des chiens ayant au moins un ceil bleu mais &l&6t au moins un ceil bleu. Donc la
transmission autosomique récessive a pu étre exclue

Les deux types de transmission possibles étaiemc dmtosomique dominante a
pénétrance incompléete ou polygénique.
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[11.3.2. Recherche de génes candidats chez le chien pourclauleur
bleue des yeux

Les genes responsables de la couleur des yeuxltlsgame sont assez bien connus.
Ainsi, ces genes connus chez 'homme ont été rebBerchez le chien pour voir s’ils pouvaient
jouer un réle dans la couleur des yeux chez lelbeag

Chez I'hnomme, la transmission génétique de la coules yeux est polygénique. Les
génes potentiellement responsables serddD2/HERC2, SLC2A4, TYR, TYRP1, SCL45A2,
IRF4, LYSTet DSCR9(ce dernier géne existant uniquement chez lesgbes) La région
OCA2/HERC2serait le principal déterminant de la couleur gesx. Ainsi, nous avons limité
notre étude aux gen&CA2etHERC2pour la recherche des genes candidats canins.

Dans la base de données Ensembl (19) se trouvégleesce compléte du génome du
chien. Les gene®CA2etHERC?2y étaient présents et situés sur le chromosonagid.c

Le geneOCA2possede 22 exons chez le chien alors que cheniteil en posséde 24
(19) . En effet, les deux premiers exons du ge@&2 sont manquants dans la base de données
Ensembl chez le chien (19) .

Chez 'homme, trois SNP dans l'intron 1 ont éténtifeés comme associés a la couleur
des yeux. Ainsi, pour déterminer si la région detdbn 1 de 'homme était conservée chez le
chien, l'utilitaire BLAST (40) a permis de recheechla séquence homologue de lintron 1
d’OCA2humain dans le génome du chien. Aucun résultaétéarouve ; nous pouvons penser
qu’il y avait peu de conservation entre le chietihremme en ce qui concerne l'intron 1QICA2
ou bien que cette région n’a pas été correctenéiesncee chez le chien et qu’elle n’est donc
pas présente dans la base de données.

Le géneHERC2 a été décrit avec 94 exons chez le chien et 92 themme. La
comparaison des séquencesHEERC2humain et canin a permis de supposer que le cvait
un exon n°1 en plus par rapport a I’'hnomme. Airgi,avait un décalage entre les exons et introns
de 'hnomme et du chien et donc I'exon 1 chez I'haenoorrespondait & I'exon 2 chez le chien.
Chez 'homme, quatre SNP dans le géttieERC2ont été associés a la couleur des yeux : un SNP
dans l'intron 86, un dans le 3'UTR, un dans l'im et un dans l'intron 12.

Le logiciel Multalin (13) a permis de confirmer quéntron 86 chez I'homme
correspondait a I'intron 85 chez le chien et a perdiidentifier une région conservée entre
'homme et le chienKigure 49, en particulier au niveau de la position du SIP2813832
humain Figure 46. Ainsi, cette région était candidate pour la eoulbleuedes yeuxchez le
beagle.
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Figure 45 : Alignement entre l'intron 86 de I'homeatéd'intron 85 du chien du gene HERC2
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intron86honneHERC2 EEEHE[iETEFI[iT[iE[ZE[Z[ZFIHE[iETTEEHHHTEEEHT[i[iETEEHHE[ZHEHTET[iEEEHHE[iE[ZTEET[ZETEEETEHEEEHETEHETEHETE T[iTETEETTEHETETEHEEEEEHTTEE ETTEHHTETTT
[ ++++06CcecCAaG, CaTgecAaaTGak. G Tc.,C. G, abgCagC, .CaGTeT. CaTgah., Ta

4031 4040 4050 4060 400 4080 4090 4100 4110 4120 4130 4140 4150 4150

IntronB85chienHERCZ EﬁETETEHRGTEHEEEERRﬂHﬁHﬂTET——-GHERCCRﬁTCTTTGRGGTTETEﬁEHGGGTTTETETTCEﬂEﬂHETGHEGEHEHTGﬂEﬁTﬁECTCR——HﬁEEREGCTTCHTR—ERGHHHTEHGGCTTHEECT
intron86honneHERC2 EHETE[ZEEEEHETETETT[ZTE[iT[ZT[i[:TEEEEEHEETEETTTTEEHETTE ETE[iTETETTHT—TT[ZHTEHEET[Z[iT[iE[ZHHEHTE[iTEHHETHE[ZH[i[:HETE[ZTTHEEETETEHEEHTEETEEETEEEH
Ci caGTGeCaalk: GaaTGc...GaGAcCaGceTTTGaaGTTC .CaGagGgcTTal . TTCaaGAaGTcagGGaafgaaGGTGaageA. . AG GCTTaaga.GaGA. CcgaGCCa

4161 4170 4180 4190 4200 4210 4220 4230 4240 4250 4260 4270 4280 4290
1 1

Intron8SchienHERCZ AGARGCT-CTTCAATCTTGTAGAGGTGT—-=TACCTGTGGTTITIGCTTIGT TCTGTTGAGARAT TGCAGCGGCATCTGARTGCTGLTGTCTG-TGGGCTCCTCCCA-~TGACA-GCTCTTCAGGTC———
intron86honneHERC2 E[iETEETE[ZT[iE[ZEEE[Z[Z[i[:H[iETETEEHEET[iETEETE[iT[iTETET[ZET[iTTEEHH[iETETETTT[iTTEHEH[ZFI[ZH[ZTHET[Z[ZTE[iE[iE[ZTE[ZT[iE[iEHEHTEHETEEEEHEHTEEEEHHTEEEETEHE
Consensus aGaaGeT.CTgCaageecGeAGaghThy. .. TacegGTGGTgTeTheeg TGT T TTG: AaTcCTGeghgCTG. TGGGCaCaTCaCa. .cGACA. . GCcCaacabbge. . .

4291 4300 4310 4320 4330 4340 4350 4360 4370 4380 4390 4400 4410 4420
1 1

Introng85chienHERC2 -CAGCAG-——CATGTGCTAGCTGGACTTCTACCCTGGTGACCAGGG TAGAAGARTAARGGG TARCAGAGGGTGAGTGGCTATAGGGCTTATTGITGCCATIGGTGTC-CCAGGACTGGTTACCTGT—-CG
intron86honneHERC2 GCAGCGGTCTCGGGTGTCCACAGTCGAGCGCCCCAGACGGC HEE[iT[ZTE[Z[:TEE[ZET[:[ZH[ZH[ZHFI[i[:HEETETETEHE[ZHEEEHE[iE[i[:[:l:HTE[ZH[ZE[iT[i[Z[ZTEETEETEETEEHTTEEEEHETEEEE
Consensus .CAGCaG...CagGTGecaaCaGgacagCgalCCaGacGal . AGGET. GTGaGTGaC TgcaCagThcegel.CCacGaccagTcaCCaGT. .CG

4421 4430 4440 4450 4460 4470 4480 4487
1 1

Intron85chienHERC2 AAGACAGTTAGCTGTGTGCTTTCTTCCACTGCAGCTGTTTCATATTTATITCTITICTCCTCTCTAG
intron86honneHERC2 CATATCCCCGACTGTGTGCTTCCTGCTGCGGCAGCGGCCTCACGCTIGETTGCTTCCTCCTCTCCAG
Consensus afgAcacccaaCTGTGTGCTTeCTglealgGCAGLgGeecTCAcacTTacTTeeTTeCTCCTCTCCAG

Les lettres rougesmontrent les nucléotides conservés entre le chiebfhomme et les
lettres bleuegmontrent les nucléotides différents entre le cheéeithomme. La premiére ligne
correspond a la séquence du chien et la deuxiggne korrespond a la séquence de 'homme.

Figure 46 : Zone trés conservée de HERC2 entrailencet 'homme autour du SNP rs12913832

SNP rs12913832
1010 1020 1030 1040 1050 1050 10?0 1030 1090
Intron85chienHERC2 RTHHHHTETTHHHHHHHHHHHHBHHHCGHEHHCTTGHECHETEHTER1ﬁHTHTTGTG—TGCRETTGREHTT!RHCRTGEHHRTEHH——
CONSintB6h1HERC2 AACARTTAATTARRAACARAGAGAAGCCTCGGCCCCTGATGATGATAGCGTGCAGARCTTGACAT TTRRTGCTCAAATGRAAC
Consensus .....RaCaaaaffaafffiffafifflaaGRaaaClcGacCaCTGATGATGATAgCGTE, aGaRCTTGACAT TTARcacgCARATGARA. .
1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170 1180
Intron85chienHERC2 TGCCCCCACCTCT TGGRAACAGARACAGRGT--TAGGARGAACARATTCTTIGTTGCT—————- TTATATTARCACATGATTTTTACCCT

CONSint.86h1HERC2 TGGCCTCGCCTCTTGGATCAGACACAGRGAGCCATGARGAACARRTTCTTTGTTCCTGTACCTTTGTATTRACACATGATTTTTACCET
Consensus TGcCCcCaCCTCTTGGRaCAGAAACAGAGa, .cARGARGRACARRTTCTTTGTTeCT, .. ... TTaTATTRACACATGATTTTTACCCT

1190 1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270

Intron85chienHERC2 GATGTTGGTTACATGAT TAGATGTTTCTCCAGAGTTGTTCTTGGGGGCATTTTGGAT TARGACACARCA-TCTTGTCATTTGT TGGAGA
CONSint86h1HERC2 GATGTTGATTACARGAC TRGAAATGTTTTCAGAGT TATACT TGGGGGCATTTTGARTTAAGACACGAARCTCTTGTCCTTTGTTGGACA
Consensus GATGTTGaTTACAaGARcTAGRaaTgTcTcCAGAGTTaTaCTTGGGGGCATTTTGaAT TAARGACACaRaA, TCTTGTCATTTGTTGGACA

1280 1290 1300 1310 1320 1330 1340 1350 1360
Intron85chienHERCZ2 RCACATGTGACCACACTGAAGGARGTAGT CTCTTCACTGACGTCAGACTCTTTARTGCTARGCTTGARGTCAGTCAGCCCATTCTACAA
CONSint86h1HERC2 GLTCATGTGACCACATTGATGGRAGCTGGET CTCTTCACTGACGTCAGAGTGTTTAATGCTARGCTGTACGTCAGTCA===CGTCCT=CAC
Consensus aCaCATGTGACCACAcTGRaGGRacTaGT CTCTTCACTGACGTCAGACTcTTTARTGCTARGCTreRabTCAGTCA. . .CaTeCT .CAa

1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430

. & & + + -+ I

Intron85chienHERC2 RCARATGCGCTGTTTAATTAGGT TTATARRARGGATTTTATTTCCCCACCTTGGGEGATCATTTTTATTT
CONSint86h1HERC2 ATARRTAGGTTGTTTAACTAGGT TCATAARRRAGCTTTTATTTCCCTRCCTTGGACGATG
Consensus AcARRTacGeTGTTTARCTAGGT TcATAARRRaGaT TTTRATTTCCCcACCTTO6ActATC.cvveesans

Les lettres rougesmontrent les nucléotides conservés entre le chiebfhomme et les
lettres bleuegnontrent les nucléotides difféerents entre le clgelihomme. La lettre surlignée
en jaune montre la position du SNP rs12913832 €hemme. La premiere ligne correspond a
la séquence du chien et la deuxiéme ligne corra$jpda séquence de I’homme.
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L'utilisation du logiciel BAST n’a pas pu permettdddentifier la région homologue du
3'UTR de 'homme dans le génome du chien.

L'utilisation du logiciel Multalin (13) nous a égahent permis de mettre en évidence que
I'intron 12 de ’lhomme était peu conservé par rappol'intron 11 du chienKigure 47) et que

I'intron 4 de ’homme était peu conserveé par rap@orintron 3 correspondant du chiefidure
48).
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Figure 47 : Alignement entre l'intron 12 de I'homeatd'intron 11 du chien du gene HERC2

intronlldogHERC2
intronl2HERCZh1
Consensus

intronlldogHERC2
intronl2HERC2h1
Consensus

intronlldogHERC2
intronl2HERCZh1
Consensus

intronlldogHERC2
intronl2HERCZh1
Consensus

intronlldogHERC2
intronl2HERCZh1
C

10 20 30 40 50 60 0 80 90 100 110 120 130

I |
GTATGTATGGCCCTTTCTTGTAATTGACATGTTCTCTCTTTGAGTTGCTCTATCCAGAATAGG-TGGARAAGARAAGTGTGGCTGGGTTGTTTTCCATTTGCTCTGACATGTAGGGCTAGGATGGAGARG
GTATGTATCGCTTATTCCTGTAGGGGACACACTCTCCTTTTATGT TGCCATATCCTARACAGGATGEAGCGCAGARGTGTGTCCAGGT-GTTTTCCARTTGCCCTGACATGTAGCGCTGEGATGGAGCAG
GTATGTATeGLeecaTTCeTGTAaggGACAcacTCTCceTTTaaG TTGCcaTATCCaaRACAGE, TaGAaaacAaAAGTGTGECeabGT , GTTTTCCAATTGCcCTGACATGTAGCGCTaGGATGGAGARG

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
1 I
GCTGTCAAGATATGTCAGCCCCTGAGTGACACTATGGGAGTTCTGCCCACATCACAGAGGGTGACATCAGT TGECCTTCATGTTCTTCTCTCCCATATTCARARTTTCCAGCTTTGGTACTCCTGTTTTA
GACACTACGATATGCCTCCTCCTTGGTGATGGCTTAGGAGCTCTGCCCATGT-GTGGAGGGCAACGGGART TGECCTTTCTGTTCTTCTTGACCCCGTGLA CTTGGCCAGCCT--TCTA
GacaccAlaGATATGeCacCeCLTgaGTGAcaccalabGAGCTCTGCCCAcaT  acabiGGhcalCagcAaTTGGCCTTeaTGTTCTTC TegalCacaTglA, .. us .. JGLcTTGGeaagCCT, . TeTR

261

270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

I |
ACTATACATRCCARTACCCCACATGGTGGAGTTTCCTARRGCARATCCCACATTACTTGTTTCTITITITITITTITITITARTTITTTTATTTATTTATGATAGTCACACACAGAGAGAGAGAGAGGCAGAG
TCTACTCARRCTGCATCCCCACT--GTGGAGTTTGCCARRACARATCCCACACCACT-GTTCCTT. CHTTCHCHHHCHGTTCHCCCTGTCTCTCHTHGHTHHGGTTGTCHCCCTTT
aCTAcaCAafACcaaaalCCCACa, .GTGGAGTTTcCcARRACARATCCCACACEACT, GTTeCTT, ...yt sssssss »@al TcacRaacAgTT. GTCaCaCAcAGAgA

Cagag

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520
1 |
ACACAGGCAGAGGGAGAAGCAGGCTCCATGCACCGREAGCCTGATGTGGGATTCGATCCTGGGTC TCCAGGATCGCGCCCTGEGCCARAGGCAGGCGCTARACCGCTGLGCCACCCGGEGATCCCTACTT
TCTTGARCCAT---ATATTATTTTTACAGGAACARA- HETEHEEHETTTETTEETHHTHTTHTECTHETEHETEEHHEETT—-—-TTHTTETEHHHEHHEHHHTEHHHEHGHHHETTETTHTHHHTEEEH
aCacaaaCaaa, , .AgRagaaggcTaCAgGaACaaa, AGcCaGaaGTggeaTeCgRacaTgageCTaCacaaTeGaaCleT, ., . GgpATaaaTalca

640

521 530 540 550 560 570 580 530 600 610 620 630 650

1 |
GTTTCTTTATTCAGARATACTTCARCATGTCTCTATCAGATAAGATCCTACTTTCCTTARGCCATTCCATTTTCATAGGTACARRACTCARTAGTTTCTTTTITTTTITITARAGATTGTATTTATCCAT
GGTTETHHHHHTTEGGHGG—-TCTGCCHGCCCCHTGEHGTGHTEGGHHCCCT-——CTTGTHCTTTGCTETTGTGCHTGGHHCTTTG—GCHTTHGGTT TAARTGAGGGATGTATGTACACACCARCCCAG
GgTTcTaah: A; «TCaaCaaGcCclaagcAGaghabagaacalT, ., .LTTaaaCcalgCeal TgTcaaaGhalCaaaa,gCAaTAGETT, TaaalgagggalgalabaacacAccalcCCAg

intronlldogHERC2
intronl2HERC2h1
C

651
I

660 670 680 630 F00 710 720 730 740 750 760 TH0 780

I

Al AGAGACCTAGAL ARGCTTCCLTGLGGGGAGCCCGATG-CAGGACTCGATCCCAGGACCCTGGGATCACAARCTARGCCARAGGCAGATGCTCARCCA
CHHGCCCHTTTCTTGTGGGCTGGHGCCCTEHGCHEGEHGHGGGCHETGCHEHECT-TGHHHTﬁHGTEHHﬁTCHTGHCT-GCHCTTGTGTCCCTTG ------- AGAGGAGCC TGRGG---—GGCATGGCCC
GAGaCCTaaaCAGaGaGAG: GCagacCT. GaccGRah,.CAgGACT . GaaCccaghaCCCTeh. . ... . .AaagafGCCaaakh., . . .gGlacaalCa

intronlldogHERC2
intronl2HERCZh1
Consensus

intronlldogHERC2
intronl2HERCZh1
C

781 790 00 810 820 830 840 850 860 870 880 830 900 910
1 1
CTGAGCCACCCAGATARCCCTCTGTAGTTTC-TTACTGTCCTATTTTGTAGARGCTTTTGATTACTGTGAGAGAC TAGGAG TGARACARARTGGTGEGTTTGTARAAATGGAGARTTCCCACAGCTGCCA
HTECHCHCCHCHEEETEEHGTTGHGEGEHTCHTTECEEHCHECHTECGCTEEEHHEHTCECHHHCTEEEHGHHHHECHEHETHHTECETH TCGTGTG---GTACATGTATGCCAAGC TCAGARCAGLCC
aTGaalCaaCaCAGagaacacTcgagalicalC, TTalchaCagaaTcclical. 11 ACTG: GAGTaAaaCaaf, TcGTGgh, . .GTAaRaaTagacafagCcCAcAaCaGlCa

911 920 930 940 950 960 970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040
|

1

CAGAGTGGTGGGARCCCTTTTATATGTTTCGGGT TTGAGTGGGGAGCT TGATGGAGARARACT TRGGCTTTAGGTTAAAAT TGARGATGCAACTCCACTTCARGTGGGTTAGAAGTATGAACAGCTGAGT
RACCCTGACAGTG--—-TTGTARGGGAT TCAGACARATCTARGACGAGTGARARAGARAAGAT TGATCTCCATG--GARTTTATAGCTGTTACTCTCACACTGGATTGTARAGGC TGGGATTGACATGGG
aficacTGacabga, ... TTgTRaagGaTTCaG: TaahaaGagTGA. TTaagCTecAgh, .aAfaTTaaAGaTGeaACTCcaacaCaabaggGTaRaaacTagGAacaaCagabg

intronlldogHERC2
intronl2HERC2h1
C

1041 1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170
1 |

TGAGAGGTGTCTGGCCTATTCTTACTGTGGTGGG-ATGGAGG TGGGCCCCCCTAGGTAGAATCTCARATTGTCARARARGC TGAGCARTGTCTGTTATGTGT TAGCATTCAGCAGARRTATCCTAARCTT
GTHEHEEGGHETTEHHHGGEHTEﬁHGGTHEHGGHEHEﬁGTGGTHTETETGETTH—————ETTEDTTTHTGGTHTTTHTHHDTEH-——DTTTETHTHHHHTHTTT CAT--AGTARAACARTTCTCAG--T

intronlldogHERC2
intronl2HERCZh1
Consensus

intronlldogHERC2
intronl2HERCZh1
Consensus

intronlldogHERC2
intronl2HERCZh1
Consensus

intronlldogHERC2
intronl2HERCZh1
Consensus

intronlldogHERC2
intronl2HERCZh1
Consensus

intronlldogHERC2
intronl2HERCZh1
Consensus

intronlldogHERC2
intronl2HERCZh1
Consensus

intronlldogHERC2
intronl2HERCZh1
Consensus

intronlldogHERC2
intronl2HERC2h1
Consensus

intronlldogHERC2
intronl2HERC2h1
Consensus

intronlldogHERC2
intronl2HERC2h1
Consensus

TcaaghlacabGba,AgGGaGGTagGeCecCelR, , .. .aaTCoccaalTgGTaaaalaRaCTGA, , ,aTgTCTalaRaaTalTa,CAT, .AGcAaAfaalTcCTaRa, . T

1171 1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300

1 I
GACAATGTTGTAAGGGATTCAGACARATGTGGTARAATGATTGTTAGARACARAGGARTGCTAATTATGGARTTTAGARTTTTTTTTTTTTTTTARGAATGAGTGTTATTCTCAGACTAGAAAGGGGTGA
GGAGAGTAAGTGCTGGGATGAGTAACTTACG=---CCTTATTCTAGGACTTCAAGGARGGAAGAGAGATGAGTGCAGA=- ==TGGCAGAAGC TGGAGATARCCTTTT=: ==GGGEGA
GaaaﬂggaaﬁTaagGGaaTcHﬁaaﬂaaTacﬁ....aaTgHTTcTaaGﬂaacaHHGGHﬂgﬁaaaﬂgaaagﬁﬂaTgcﬂﬁﬂ............TggcﬂaaﬂacgaGaGaTHacCTcag..........Gﬁgﬁﬂ

1301 1310
1

1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430
|

GATGGATGAGGCACC TAGGACTTGATAGATGGAGATATAGGC TGGAGACATTAGTTTTTGGCTTCCTTTATGTCATTTGTARTTTGTACTARATTACAAAGCACAATTTTTARATTARATAGTACTCAGT
AATTGA====== AACTTARGC TGARTARGGGATAGTTTGTACTGGAGT-AGAGTCATTGGGCTGTCCCTGTGA: GCACCTGTGCCA TGTGTGTATTTTGCARACTAG-TAGGTCACAAA
afATgGA. . ... .RaCTaaaalTgaATAaaghaaaaTaTagalTGGAGa, AgaagcaTTgGGCTgclecTalGa., . .. . .gaflceTGTalcA, . . . .CaaaGeacAaTTTgcARACTAa,. TAGgaCaCAaa

1450 1460 1470 1480 1490 1500 1510 1520 1530 1540 1550 1560

|
TGAGATTAAGTGCTAGATGCTAGAT TARGTAACTTGTCCATTGCT TGAGT TGAGGGARGGGAAARAARAT CAGTAGAGATGT TAGGAG T TRGAGGGARACT T TGGGAGGT TEGAAACT TGAGCTGAACAGG
-GTGHGTHHHGEHEHGEC-CTEGCTTCTGTHGHTTTTCHHGHHHHTGTCHTCEHTCHTHEGHHCHTHT TCTG==-=GATCCTARGART-=-AGGGTATTTTGCTAACTTTGAARTTTCTTC--AACTAG
.GaGAgTAAagGagAGac, CTaGaTTaaGTAaaTTgTCah: ThacaT Aafa,TCak, ,..GATccTAaGAaT, ., .AGGGaAacT Tgcgalcg TTGAARACTTeagl ., ,AACaak

1431 1440
I

1580 1590 1600 1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680

1561 1570 1690
1 1
AAGGAGAGGGCAGCCCCAGTGGCGCAGTTTAGCACTGCCTGCAGCCCGGGGTRTGATCCTGGAGACCCGGGATCGAGTCCCATGTTGGECTCTTTGCATGGAGCCTGCTTTTCCCTCTGCCTGTGTCTCA
TAAGACTTCTCTACCCTARTCCC=========CACTGCCT-CATAC-===-TTTTCATTTGTAARGTATAGATTGCAGA-—GTGCTGGCTTCATTCCATCCACATTCATTTARCARATACATATAART-—
afalAcagcgCaalCCcAaTeel, ... ... ... .CACTGCCT  CAgaC, . .. .TgTgaaccTGgAafccagaGiTeGaaga, . aTGeTGGec TCaTTeCATecAcacTeaTTTaaCaaaTaCaTaTaaaT. .

1691 1700 1710 1720 1730 1740 1750 1760 1770 1780 1790 1800 1810 1820
I |

GCCTCTCT-CTGTGTGTGTCTCTCCTGARTARATARATARARTCTGTTTTTTTT TARRARAAAAGARCAGGARGGAGAAGTGETATGAGAGTA-GGTTTGTTCAGCTCTCCTTGTGCCTGTGTATGTCCCT
GTCGGTCAGCTTTATGAGGCTTCCATACARCCAGA--——————- TEHETEHETTTCHGHTETHEHETTEEHTEE GTTTTGACARGTGCACGCAGT TGGGTCACCACCATCARGACAT GGGGCGCTCCCA
GeCgeTCa,CTgTaTGabGgl TecCaTaaRaaafgA, .. ......TGacTgag TTTaRafAaaafG GaagThG .alTTgGgTCAcCaCcaccaagalalGghgageTCCCa

1821 1830 1840 1850 1860 1870 1880 1890 1900 1910 1920 1930 1940 1950

1 1
TC=---TTCTGTGTGCGTTTATTCACAARGTAGTARACCATGTCTTTGGAGAGGATAGACTTGAGTGTTGTCAATCATATTCTGGAT TATAARGCATAGGGCATTTTACTAGT TTTGARATGA-AGAGCCAR
TEEETTEEHGEEEEETCTTTETHEECTTTEHETTEHTEECECETTECTHCETEEHGTTEETEHEHHEETETEHTC TGCCCTCTGTTGTTATTATTTTGTCTTTTCCATARTTTAATATAARCARAGCCA-
TC...TcCabGgGeccCgocTTagTaat. AGT. CTTcogl CcTGA ATC,TaccCTegaTTaTaAgeATaggGeaTTTTaCaaaaTTTaAaATaA, AaAGCCA,

1970 1980 1990 2000 2010 2020 2030 2040 2050 2060 2070

1951 1960 2080
I |

CTACTAAGACTTCTACCTCATTAGTCCATACTTCCTCTTTTCATTTGTA--~-ARATACAGATTGARTGTGATTAGTAAACCTTGCTCCTTCATTCTTTCCTCATTTATTTAACARATGTAT-=--=ACATT
~TACAGTGTATGGTATTTTGT TTCTGGCATCTTTGACT TAGCAGATGTCTTGAGATCCAGCCATGT TGGGT TGGGTGTA--TGGGTARTTCATTCCTTCTGT TGCAGATGGACCATGGTTTTGGGACATT
sTACaaaGaaTgeTAccTeaTTacTocaaalTTecaCTTagCAgaTGTa, . . AaATaCAGacagaaTGghaTgahTaaf, , TeghcTaaTTCATTCcTTCegeageaaaTgaACaRaghTaT, .. ACATT

2081 2090 2100 2110 2120 2130 2140 2150 2160 2170 2180 2190 2200 2210
1 1

TTAACCAT--CTGTA-TGAGGTTTACARATCCATTAGTTTTAAGTTTGATGAGT TTCAGTAAATGTGTGCACATGGGGGARC TGCCACARCTGAGACAAAGAACATTTCTGATGCCCCTGCTACTTTGGA
GTGAATARAGC TGCAGTGGACTTTACARGTCTCTTTTTTTT-—-TGAGATGEAGTTTTGTTCTTGT- THCCCHHGETGGHGT-—-—GCHHTEGGGCGHTCTCHCCTCHCTGCHHCCTCCTCCTCCCHGET
gTafacAa, ,CTGeA, ThaacTTTACARATCcaTTagTTTT, .. TgaGATGaagTTecaGTaaaTGT, TaCaCll ++++aCAR: ACaTcalTGaaalCcCecgleaClecabhba

2211 2220 2230 2240 2250 2260 2270 2280 2290 2300 2320 2330 2340

2310

1 I
CCCCTTTGCARTCATCCCCTACTCCCTACCTCCAGTTTCTGATCTGGCCTCTGTCACARGTGGTATTTTATCTCTGGCTCTTTGACATATCAGGATCCCTGAGCTTCAGCCARGTT-GTTGGGCCTGTCA
TCAR---GCGAT--TCTCCTGC-CTCAGCCTCCCARGTA-GCTGGGATTACAGACACCC-TCCACTATGCCCACCTAAT-TTTGTATTTTTAGTAGAGACGGGATTTCACCATGTTAGCCAGGCTGGTCT
clCaa,,.GCafT, ,TCcCCTal ,CcCaalCTCCaaagTa, GaTeghaccaCaGaCACaa, TecaalalgacCaCegaal . TTTGaaal aTecAGgAgacacGaGal TeaalCAaGT T, GecabGCegGTCa

2341 2350 2360 2370 2380 2390 2400 2410 2420 2430 2440 2450 2460

2470
|

GTAGGTGCTTTGTGCCTRTTGCTGAGTGGTCTGTCTATGGATGGGTCACTGTTTTGCACCACTGTARACARRGC TGCTCTAGACTTGATTTTACARGTCTTTARCAAAC-CTGTTCTGATATTCCTGLTG
C=--GAACTC-GTGACCTCAGGTGATCTGCCCACCTCGGCCTCCCARAGTGETGGGAT TACAGGTGTGAGCCACCGCGCCTAGCCT-ATTGTACAARTTCTTTARCARACACTATTTTTATATTTCTACTG
c...0aalTc,GTGaCocgcabcTGAgegheCeacCTagheal, AcTGgTgeb. GT. CcGCglcaaaleT  ATTgTACAAgTCTTTARCARAC ,CTaTTeTgATATTcCTaCTG

2490 2600 2510 2520 2530 2540 2650 2560 2570 2680 2590 2600

|
CATACCATGTTTGGCATTGGGTGCTCAATTAARCARACAGTCATGGARGTGTTGGGTGTTCGARTTCTATGTTCCTTAGTTACTTCATAAGGCACCTGARAGGCCARACTGTTCTGACACTCTGCCAGG--
GGTACCATGTTTGGCATCGGGTTCCARCTGARCARRARGTCATGGAGGTGTTAGGTGTTGGARTTCTCTCTTCCTTC———TTTCACAAGGTACCTGGAAGGTGARACTGGCCTGATGCTATGCTGGTCT
calACCATGTTTGGCATCGGGT¢CcalaTgAACARAEAGTCATGGAaGTGTTaGGTGTTeGAATTCTaTcTTCCTTa. . . .c TTCACAAGGCACCTGaAAGGCcAAACTGgcCTGAcaCTalGleaky. .

2471 2480
I
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Les lettres rougesmontrent les nucléotides conservés entre le chiebfhomme et les
lettres bleuegmontrent les nucléotides différents entre le cheelihomme. La premiere ligne
correspond a la séquence du chien et la deuxiggne korrespond a la séquence de 'homme.

Figure 48 : Alignement entre l'intron 4 de I'homatd'intron 3 du chien du gene HERC2

2861 2870 2880 2890 2900 2910 2920 2930 2940 2950 2960 2970 2980 2990
1 1
intron3dogHERC2  TTTCTGTTACTGATTTICTACTTTGTTTCCATTGTTTTGGATAGCATATTCTGTATGATTTCACTTCTTTTARATTTGTTGAGGGAATATTTATGCCAGGATATGATCTGTTTTGATACTTGTTGTGAATG
introndhiHERC2 GTTTTGTGGATGCTTGAACA-G

LOMSEMEUS s ienssissessssssossssssssossssssssssssestssssotsssssstsssssssnstssssntssssostssssotsssssstssssossnsssssnnss GTTTTGagaaTgcTTGaaaf. G

2991 3000 3010 3020 3030 3040 3050 3060 3070 3080 3090 3100 3110 3120
|

intron3dogHERC2Z ATTGTGTATTCTCCTGTT=---GGCTGGAGTGTTCT--ARATGT TTATTAGATGCTGTTGGTT-ATGGTATTGTTGCATTCTTTTATATCTTTACTGATTTTCTTTCTCCCTTCTTTCTCCTCTCAGTTGT
introndhlHERC2 ATTATGTATTCTGCTGTTATTGGCTGGAGTGTTCTGTARATTTTGATTGGATCCAGTTGATTGATGGTGATGTTGARTTCT=-=ATATCTTGGCAGCTTTTCTGTCTTCTARTTTTATC—————AGCTGT
Consensus ATTalGTATTCTCCTGTT, . ,GGCTGGAGTGTTCT, ,ARATgTTeATTaGATeCaGTTGaT T, ATGGTaaTGTTGAATTCT, , ,ATATCT TgaCaGaTTTICTgTICTeCeaacTTTalC, ., . . AGETGT

321 330 3140 3150 360 3170 3180 3190 J200 3210 J2e0 3230 3240 3250

| |

intron3dogHERC? TGAGAGAARTGTTGAGGTCTCCARCTCAGACTATATARATGTTTTTTTCCTCTTTICAGEATTTTTTTTTGTGTGTGTCACATATTTTGCAGT TTGETGCATGCACATTTAGAATTGTTA-GGCTTTAT=
introndhlHERCZ AGAGAGAGACTTTGAGGTCTCCAACTATARARGTATARRTGTCTTTTTC-TCCTTTCAGTTCTATTCATTGTT T-————-| CTTTGITTG---TTTGGTGTATGCACGTTTTGAATTGCTGCGTCTTARTG
Conzensus aGAGAGAaAcg TTGAGGTCTCCAACTaaaAaaaTATAAATGTeTTTTTC, TCeTTTCAGRacTaTTcaTTGTgT. . ...\ CaTagTTTG. ., . TTTGGTGeATGCACATTTaGAATTGeTa . GgCTTaAT,

3251 3260 3270 3280 3290 3300 3310 3320 3330 3340 3350 3360 3370 3380
| 1

intron3dogHERC2 -TGGGTTGGCCATTTTCTTATTTT-—-TTGTTGCTCTTTATTCCTAGTARTTATCTTTGCTCTGACATTTATTTGATATARATATAC-—-CCATTTTTGCTCTCCTTTGTTTACTGTTTGCATACTTTTT
introndhlHERCZ GTGGATTGACCARGTTCTCATTTTGTARTGTTGCCATCTGTTCCTGGTARTTATCTTTTTITITITITIITITITIITITITITICCGAGACGGAGT TTCGLTCCTTT-TGCCCAGGCAGGAGTGARGTG
Consensus ,TGGaTTGaCCAagTTCTeATTTT., ., aTGTTGCcaTcTaTTCCTaGTARTTATCTTTgcTeTgacalTTaTTTgaTaTaaaTaTaC. . ,aCagagTTgCegCTCCTTT, TgcaCaligealicAgacaagTy

3381 3390 3400 3410 3420 3430 3ddi 3450 3dB0 3470 3480 3490 3500 3510
| I
intron3dogHERCZ GTTTTTTTICTCTTCATT--TACTTARAARARATATTTTTTARARGTAGGCTCCARACCCAGCATGGAGCCCARCGTARGGTTTGAACTCCTAACCCTGAGATCARGACTTGAGC TGAGATCARGAGTCA
introndh1HERCZ GCACGATCTCAGCTCACTGCAACCTCCAACCCCACCGGGTTCAAGTGATTCTCCTGCCTCAGCCTCCTGAGTAGCTGEGATTATAGGCATCTG-CCATCACACCTAG-CTACTTTTTGTATTTTTAGTAG

Consensus GeacgalcTCaccTCAeT, .aACcTaaAAaaaaaacggel TalAaggAgglTCCaaalcCAGCaTlccabaccAalggaaagTalaaaCacCTa,.CCaTcAcAcCalG,. CTacage TgagATcaaghGTaa

3511 3520 3530 3540 3550 3560 3570 3580 3590 3600 3610 3620 3630 3640
1

1

intron3dogHERC2 GATTCTTARCTGACCGAGCCACCCAGGCACCCCCATATCCATTTACTTTTARTTTGCCTATTTGARATCATTTTCTTATAGATGGCAGAATTGGGTCATGTTGTTTTTTGGTTCACTCTACCARCGTGTC
introndhlHERC2 RAGATGGGGTTTTGCCATGTTGGCCAGGCTGGTC----TCAGACTCCTGAGATCCACCCACCT TGGCCTCC----CARAGTGCTAG--GATTACAGGCGTGAG——-——---—— CCACTGTGCC—CG-GCC
Consensus aaalcggaacTgaCCaaGeecacCCAGGLacect, , ., TCaaacTalTgagRaccacCCaacTTGaaalCa, .. .CaafigaGaTat, ,GAaTacaGglallag, . e esee cCACTeTACC, L6, Gel

3641 3650 3660 3670 3680 3690 F00 3710 3720 3730 3740 3750 3760 3770

1

intron3dogHERC2 TTTTAACTGGTGTATTTAGACTGTTTGCATTGARTTTCATGTAATTATTGATARAT TAGAGCTTGAGACTGCTGTATTATGATTTCTGTTTGCTGTTTITITCATTTTITGTTTTGTTITATGCTGCCTCCC
introndhlHERCZ TT=-—-CCTGGTAATTATC===—= TTTGCTCTGARGTTTACTTTATTTGATATAAATGT-AGCCARCTTCTGCTGTCCTTTCAGTARTGTTTGCA====TGATCTTTTTTTTTTT=--CTATACT-TCTATT
Consensus TT,,,aCTGGTaaaTaTa,.... TTTGCacTGARgT TcAcgTaATTagagATAAATga. AGCcaaagalTGCTGTacTaTcAgTaaTGTTTGE A, . . . TgaTCaTTTTTgTTTT, .cTATALT, cLTace

I71L 3780 3790 3800 3810 3820 3830 3840 3850 3860 3870 3880 3890 3900
|

intron3dogHERC2 TGTGGTTTACTTGAGCATTTTTAGAATTCCATTTTGATTTATCTATAGAGTTTTTGAGTTTATTTTTTGGAGTAGCCTTTTTAGTGGTTTGTCTAATTAATACATTATATATACATARCTARGCAGTTTC
introndh1HERC2 TTCAGTTTGCCT Gmmmm==== TTTGARGTCACTTTCTTATGGACAAC
Consensus TgealTTTaleTha sy es s TTABARE T Caal TToRaal gaalal. . sssssessssstorasstestastsstosattsttatsssstetsssssestasssetsssstttsssitttatstsstatsss

Les lettres rougesmontrent les nucléotides conservés entre le chiebfhomme et les
lettres bluesmontrent les nucléotides différents entre le cheéhomme. La premiere ligne
correspond a la séquence du chien et la deuxiggne korrespond a la séquence de 'homme.

Ainsi, les régions contenant les 3 autres SNP hognassociés a la couleur de yeux
étaient peu candidates pour la couleur yeux blkag e beagle.

[11.3.3. Amplification de la région sélectionnée

La région sélectionnée chez le chien pour le gamelidat se trouvait dans l'intron 85 et
correspondait a la région trés conservée entrehiencet 'homme. Elle incluait le SNP
rs12913832 chez 'homme&igure 49.
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Figure 49 : Séquence du chien correspondant a taoré trés conservée entre ’homme et le
chien dans l'intron 85 du chien.

IO REEEs ({cccaccagcctcatacctgttatggatagctitctitgcccacttaatagaccagaatcactaatact
gttctctaggactggaggaatgaaaagtaggccattictgaattadtprtaagtatagataagcttaccatigaaaaatgaattaaaaa
gaagagaaaggcagcccaggtggctcaacagtttagtgccgecttagggeatgatctiggagacccaggatcgagtcacacgtc
aggctccctgcatggagcttgcttctcectetgectgtgtcetctgetttdtetctgtgtatictcatgaaataaaaataaataaataaataaa
atctcataaataaaatcttaaaaaaaaaaaaaaaacgagaactjgigmaettattgtgtgcacttgacatttaacatgcaaatgaat
gcccccacctcttggaacagaaacagagttaggaagaacaaatfcttiathttaacacatgatttttaccctgatgttggttacatgatt
agatgtttctccagagttgttcttgggggcattttggattaagacatettgiaatttgttggagaacacatgtgaccacactgaaggaagt
agtctcttcactgacgtcagactctttaatgctaagcttgaagtcagtcatjctacaaacaaatgcgctgtttaattaggtttataaaaagg
attttatttccccaccttgggggatcatttttatttactctacattaytettpaacactgaagtttgtaagtgaggaaagctcaactaacacaga
tggttgggcattcctagaiGacatgectgectagioacatacagy

La séquence surlignée en jaune correspond a laorégionservée entre le chien et
'homme. Les séquences surlignées en violet etceerespondent aux amorcESIINIBBIONgF et
Int85IongR utilisées pour la PCR et le séquencage.

A l'aide d’amorces, nous avons amplifié par PCR pogion de l'intron 85 dédERC2
canin (912 pb). L'électrophorése a montré une baimdenviron 900 pbHigure 50 ce qui
correspondait au produit attendu et montré quedR Bvait bien amplifié la portion du génome
voulu sans I'amplification parasite.

Figure 50 : Photographie du gel de vérification péasPCR

Une bande d’ADN est présente aux alentours depg@0Qe marqueur de taille & droite et
a gauche produit des bandes tous les 100 pb arpdetil00 pb (bande du bas). Les puits de
gauche a droite entre les marqueurs correspondansd’ordre aux chiens suivant : HOB2357,
HOB2628, H9L2210, HOG3700, Loutre, Sakura, Briodmeot male de Turquoise-Dumbo, chiot
femelle 1 de Turquoise-Dumbo, chiot femelle 1 decBe-Dumbo.

Les produits de PCR ont été envoyés au séquencage.
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[11.3.4. Reésultats du séquencage.

Pour comparer les séquences d’ADN entre les chaersyeux bleus et ceux aux yeux
marron, des alignements de séquences ont été wEféec I'aide du logiciel Multalin.
L’alignement de cing séquences d’ADN (Turquoiseptia Brioche, Sakura et la base de
données Ensembl) de la région séquencée a moritk§ @wait un SNP T/C en position 528.
(Figure 5J).

Figure 51 : Alignement de la région séquencéee ABN de Turquoise, Sakura, Saphir, Brioche

et de la base de donnée Ensembl.

b L a0 420 430 d4di 450 L 470 430 430 500 510 520

| X H ; H . |
TRRRATE T TARRARARAARAARARACEAGRAC T TRAGLAC TERTRAT GATRT TRTGTGCACT TRACATTTRACATGCARRTGAR TRCCCCCACT TCT TGGARCAGRARCAGAGTTRGGRAGRACARATTT

Int85-HERT2-Ensenb ]
BriLR-Int8%. ongR ARHRAARARRARACKAGRACT TRAGCACTGRTGATGATAT TRTGTGCACT TRACATTTRRCATECARRT BAA TGCLCCCACCTCT TEEAACAGRARCAGAGT TRGERAGRACARRTTL
TurqR=-IntB5R ARARRARARRARACGAGRACT TAGCAC TGATGATGATATTRTGTGCACT TGACAT TTARCATGCARRT GAATRCCCCCRCLTCT TGGARCAGRARCAGAGT TRGGRAGRACARATTC
Beau=IntBSR RAARAARAARARACEAGARCT TRAGCACTGRTGATGATRT TRTGTGCACT TGACATTTRRCATGCARRTGARTECCCCCRCCTCT TEGARCAGRARCAGAGTTRGERAGRACARRTTL
SakuR=IntB5R ARARAARARRARAC GAGRAC TTGAGCAC TGATERTGATATTGTGTGCACT TGACAT TTARCATGCAART GARTECCCCCACLTCTTRGARCAGRARCAGAGT TRGGRAGRACARRTTC
Comsensus .., .atctbasafRARAARIARA AR agaack pageact pak pot palab L gt b goact Lpacabbbascat grasot gast pecoccacclcb b ppaacag soscagagt Lappsagascaosat Le
SNP T/C 530 540 550 560 570 580 5%0 G0 610 520 B30 640 650
|
IntAS-HERC2-Ensenbl TTTGTTGCTTTATRTTRACACATGATTTTTACCCTGRTETTGET TRCATGRT TRGATGTTTCTCCAGAGT TG ICT TGGEGRCATTTTGRAT TRARGACACAACATCTIGTCATTTGT TRGRGARCACATG
BrilR-Int8%ongR TTTGTTGTTTTATATTRACACATGATTTTTACCCTGATGT TGGT TRCATGAT TAGATGTTTCTCCAGAGT TGT TCT TGGGEGCHTTTTGGAT TARGACACAACATCTIGTCATTTGTTGGAGRARCACATG
TurqR=IntB5R  TTTGTTGTTTTATATTRACACATGATTTTTACCCTGATGTTRGT TRCATGATTAGRTGTTTCTCCAGAGT TLTTCTTGELEGCATTTTREAT TARGACACAACATCTIGTCATTTGT TGGAGARCACATG
Beau-IntBSR TTTGTTGTTTTATATTRACACRTGATTTTTACCCTGATETTGRT TRCATGRT TRGATGTTTCTCCAGAGT TRTTCT TRGGGECATT TTGEAT TARGACACAACATCTTGTCATTTGT TRGRGARCACATG
SakuR=IntBSR  TTTGTTGCTTTATAT TRACACATGATTTTTACCCTGATGTTRGT TACATGAT TAGRTGTTTCTCCAGAGT TOTTCT TGELEGCATT TTREAT TARGACACAACATCTTGTCATTTGTTGERGARCACATG
Consensus Libpbty,tibatatbascacetgabtittaccctpatpttgptbacatpattagat ghtbctocapapttptboblpppepcatiit gpat baspacacaacakchbpboak bt ght ppagaacacaty

IntA5-HERL 2-Enzenbl
BrilR-IntE5LongR
TurgR-IntB5R
Beau-IntBSR
Sakuf=TntB5R
Consensus

TnkB5-HERC2-Ensenbl
BrilR-TntB5Longk
TurqR=Tnt15R

SakuR-Int A58
Consensus

651 BRO &M [3:1] E90 L o [l T30 FL 1] 750 760 Th T8
| + ' + ' + t + v * + |
TRACCACACTGARAGGRRGTAGTC TCTTCAC TRACETCAGAC TCTTTARTGL TARGE TTGARGTCAGTCRGCCCAT TCTACARACRARTGLGC TG TTTRATTAGGT TTATARARRGGAT TTTATT TCCCCR
THRCCRCACTGRAAGSRAGTAGTCTCTTCACT GACETCAGAC TCTTTARTEL TRAGC T TGARGTCRGTCRGECCATTCTACARACRARTECGE TG TT TRATTAGGT TTRATARARRGEATTTTATTTCCCCR
TGRACCACAC TGAAGGARGTAGTC TCT TCAC TRACETCAGAC TCTTTARTGL TAAGL T TGARGTCAGTCAGCCCAT TCTACARACRART GCGL TG TTTRATTAGGT TTATARAARGGAT TTTATTTCCCCR
TRRCCACACTEAAGERRGTAGTC TCTTCACTGACGTCRGRC TCTTTARTGL TRAGL T TGARGT CAGTCRGCCCAT TCTRCARRCAARTGCGC TR TTTRATTAGET TTATARARRGGAT TTTATT TCCCCR
TGRCCACAC THRAAGGRAGTAGTCTCTTCACTGACGTCAGRC TCTTTARTGCTRAGCT TGARGTCAGTCAGCCCAT TCTRCARACRARTGCGE TGTTTAATTAGGT TTATARIARGGATTTTATTTCCCCR
Lpaccacack gaappasglagtctcbloack gacpt cagactobbLaat pobaagel Lpaaptoagt capoocat Lol acaapcasat pogct gt bbaatt apptLLat assanggat L LatLLocooca

P S 800 a1 20 an G40 850 860 70 B B30 30 0

| + + t + + * + t ¥ + + + |
CCTTRGGRGATCATTTTIRTTTACTCTACAT TACTRAGGTAT TRARCACT GRAGT TTHTAAGT GRGGRARGE TCRRCTARCACAGATRGTTGGOCAT TLLTRAGATCRCAT GO TRCCTAGTCRCRTACAGG
CCTTGGGGGATCATTTTYRTTTACTC TACAT TAC TRGGTAT TRARCACT GRAGT T-GTRAGT GREGRARGC TCRRCTRACACAG
CCTTGGGEGATCATTTTIRTTTACTCTACAT TRC TRGGTAT ~AARCACT GRAGT

CCTTGGGEGATCATTTTIRTTTACTC TRCAT TRCTAGETAT <ARACAKNGRAGT

CETTRRGREATCATTTTIRTTTACTCTACAT TRCTRGRTAT ~RARCA

La premiere ligne correspond a la séquence présdauts la base de données Ensembl, la
deuxieme ligne correspond a la séquence de Bridems le sens reverse, la troisieme ligne
correspond a la séquence de Turquoise dans lersepsse, la quatrieme ligne correspond a la
séquence de Beaugosse dans le sens reverse atjlaemne ligne correspond a la séquence de
Sakura dans le sens reverse. La fleche verte man88IP T/C.

Les deux chiens aux yeux bleus avaient comme gpedbjC et un des chiens aux yeux
marron avait aussi comme génotype TI@kleau 15.
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Tableau 16 : Résultat du SNP trouvé en fonctiolaad®uleur des yeux

Nom du chien Couleur des yeux Allele
Turquoise Vairon T/IC
Saphir Bleus T/IC
Brioche Marron T/C
Sakura Marron C/C
Base de données Ensembl C/C

|:| Chien ayant au moins un ceil bleu.

Nous avons testé l'association éventuelle de ce @MEt la couleur des yeux en
génotypant tous les chiens disponibles.

[11.3.5. Reésultats du génotypage

Le résultat du génotypage a montré qu’il n'y a gassociation entre les alléles du SNP
et la couleur des yeux chez les beagles analysésff&, les chiens aux yeux de couleur bleue
pouvaient avoir comme génotype T/T, T/C ou C/Cpdgne que les chiens aux yeux de couleur
marron. Tableau 1Y

Tableau 17 : Résultat du génotypage du SNP damtsdh 85

Nom Sexe Mére/Pére Couleur des yeux  Génotype
Falcon Méale Vairon Echec
Turquoise Femelle Vairon T/IC
Beaugosse Male bleus T/IC

Balou Male Vairon T/IC

Dumbo Male Vairon T/IC

F 1 Turquoise Femelle Turquoise/Dumbo Marron Cc/C

F 2 Turquoise Femelle Turquoise/Dumbo Marron T/IC

F 3 Turquoise Femelle Turquoise/Dumbo Marron T/IC

M Turquoise Femelle Turquoise/Dumbo Marron TIT
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Sakura Femelle Marron C/C

M 1 Sakura Male Sakura/Beaugosse Marron T/IC
M 2 Sakura Male Sakura/Beaugosse Marron c/C
M 3 Sakura Male Sakura/Beaugosse Marron TIC
M4 Sakura Male Sakura/Beaugosse Marron T/IC
M 5 Sakura Male Sakura/Beaugosse Marron C/C
F 1 Sakura Femelle Sakura/Beaugosse Marron C/C
Loutre Femelle Marron C/C

M 1 Loutre Male Loutre/Balou Marron c/C

M 2 Loutre Male Loutre/Balou Marron T/C

M 3 Loutre Male Loutre/Balou Marron T/C

M 4 Loutre Male Loutre/Balou Marron Echec
M 5 Loutre Male Loutre/Balou Marron T/C

M 6 Loutre Male Loutre/Balou Marron C/C

F 1 Loutre Femelle Loutre/Balou Marron T/IC
F2 Loutre Femelle Loutre/Balou Marron Echec
Brioche Femelle Marron T/IC

F1 brioche Femelle Brioche/Dumbo Marron Echec
F2 brioche Femelle Brioche/Dumbo Marron C/C
F3 brioche Femelle Brioche/Dumbo Marron T/C
F4 brioche Femelle Brioche/Dumbo Marron T/T
F5 brioche Femelle Brioche/Dumbo Marron T/T
F6 brioche Femelle Brioche/Dumbo Marron TIT
M1 brioche Femelle Brioche/Dumbo Marron T/T
M2 brioche Femelle Brioche/Dumbo Marron Echec
M3 brioche Femelle Brioche/Dumbo Marron T/C
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M4 brioche Femelle Brioche/Dumbo Marron T/C
M5 brioche Femelle Brioche/Dumbo Marron T/C
M1 sakura Male Sakura/Dumbo Marron T/IC
M2 sakura Male Sakura/Dumbo Marron T/IC
M3 sakura Male Sakura/Dumbo Marron T/IC
F1 sakura Femelle Sakura/Dumbo Marron C/C
F2 sakura Femelle Sakura/Dumbo Marron Echec
Atchoum Male Bleu T/T
Barbie Femelle Vairon c/C
F1TB Femelle Turquoise/Beaugosddarron Echec
F2 TB Femelle Turquoise/Beaugosddarron TIC

M1 TB Male Turquoise/Beaugosséarron TIT

M2 TB Male Turquoise/Beaugoss Vairon T/IC

M3 TB Male Turquoise/Beaugoss Bleu Echec
M4 TB Méale Turquoise/Beaugoss Vairon T/IC

F1 Zaza Femelle Zaza/Dumbo Marron c/C
F2 Zaza Femelle Zaza/Dumbo Marron Echec
F2 Zaza Femelle Zaza/Dumbo Marron T/C
M2 Zaza Male Zaza/Dumbo Marron T/IC
M3 Zaza Male Zaza/Dumbo Marron T/IC
H2E0725 Femelle Vairon Echec
H2F1072 Male Vairon Echec
H2F1068 Male Vairon c/C
Kimi Femelle Marron T/IC
Prunille Femelle Marron C/C

|:| Chien ayant au moins un ceil bleu.
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Nous avons calculé les fréquences des trois gées{ypbleau 18.

Tableau 18 : Effectifs et pourcentages des diffirg@notypes obtenus en fonction de la couleur
des yeux chez les beagles

Nous avons testé statistiquement si ces troishulisions étaient difféerentes (Tableau)19

TIT T/IC C/C
Chien aux yeux marron 6 (15%p2 (57%)| 11 (28%)
Chien avec au moins un ceil blet (11%)| 6 (67%) | 2 (22%)

Tableau 19 : Effectifs attendus si la répartitioesdalléles était indépendante de la couleur des

yeux

T/T

T/C

C/C

Chien aux yeux marron

5,59

22,7

10,5

Chien avec au moins un ceil bleu 1,31 5,2

5 2,44

)

Les effectifs obtenus et les effectifs attendusgeatares proches. Un test gtia été realisé
méme si deux des effectifs attendus étaient inféaes. (2) Les effectifs des génotypes observés
entre les chiens aux yeux marron et ceux ayant ainsmun ceil bleu n’étaient pas
significativement différents (p > 0,05). Il n’y avalonc pas d’association entre la couleur des
yeux et le génotype pour le SNP de l'intron 83H#RC2chez nos beagles.
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V. Discussion

IV.1. Etude ophtalmologique

Les chiens avec un iris de couleur bleue présenttaie fond d’'ceil dépigmenté et ne
possédaient pas de zone du talpiészone sans tapis pigmentée claire pourrait cooredre a une
pigmentation modérée de la choroide et non dethiéium, mais pour le déterminer il serait
nécessaire de réaliser une analyse histologiquke-€len’'a pu étre réalisée car un chien aurait dd
étre sacrifié. Dans I'étude de Shibwgtacollaborateurs (50) , une analyse histologiquétéa
réalisée sur un beagle avec un iris de couleurebletuun fond d'ceil de type subalbinos
(ressemblant au fond d’ceil des chiens aux irissbbiinotre étude). Cette analyse a montré que
I'épithélium pigmentaire de la rétine, de liris du corps ciliaire avaient une pigmentation
normale et que la choroide, la partie antérieuriirikeet le stroma du corps ciliaires avaient une
concentration en mélanine diminuée. La choroidealdie antérieure de l'iris et le stroma du
corps ciliaires dérivent du mésoderme et leurs moélges proviennent de la créte neurale alors
que I'épithélium pigmentaire de la rétine, de $iret du corps ciliaires dérivent de la
neuroectoderme. Il est donc possible que le défmutproduction de meélanine dans les
mélanocytes oculaires se développe uniquement l@ansssus issus du mésoderme. (50) Ces
résultats histologiques d’ceil subalbinos ont étéouwés dans un certain nombre de chiens aux
yeux bleus toutes races confondues. (39) On pent daire I'hypothese que les beagles
subalbinos de notre étude avaient une pigmentdgditeil similaire & ces chiens.

Burns et collaborateur®) ont étudié des beagles de laboratoire présentarris peu
pigmenté. Chez ces chiens, le défaut de pigmentagdrouvait dans I'épithélium pigmentaire de
la rétine, de l'iris et de la choroide contraireméance qui avait été observé chez le beagle
subalbinos. De plus, le stroma de l'iris et la dide présentaient des mélanosomes normaux
mais en nombre diminué. Par ailleurs ces beagl@emivune dégénérescence du tapis a partir de
21 jours apres la naissance. De plus, les autrestwtes de I'ceil ne présentaient aucune
anomalie ainsi que les examens oculaires. La visioles ERG étaient normaux bien que la
vision nocturne n’ait pas été étudiée. Les fondeidde ces chiens étaient rouges Iégérement
bruns sans tapis, ressemblant fortement au fond d&ecertains beagles de notre étude dont
l'iris était de couleur bleue. Certains de ces bEmagavec une dégénérescence du tapis
présentaient un pelage avec des poils argentésiice’a été pas retrouvé chez nos beagles
subalbinos sauf pour HOG3700 qui a grisonné autites yeux avec l'age. De plus, la
dégénérescence héréditaire du tapis chez le baagtedécrite comme autosomique récessive. Or
chez nos beagles la transmission semblait plus lex@d8) . On peut donc supposer que les
beagles de notre étude ne présentaient pas latatlieique décrit par Burns et collaborateur (9)
et que la dégénérescence héréditaire du tapistrdétac pas associée a la couleur de leurs yeux.
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La plupart des beagles ayant un iris bleu n’ont g@gapis. Le tapis sert a réfléchir la
lumiére afin de stimuler plusieurs fois les photegteurs. Il permet donc d'avoir une meilleure
vision lors d'intensité lumineuse faible. Il estndopossible d’envisager qu'un ceil bleu sans tapis
diminue la vision nocturne. Pour 'examen électioagraphique (ERG), certains chiens (Barbie,
Néo, Wiki, les chiots de Turquoise) ayant au mainsiris bleu n'ont pas eu d'ERG car ces
derniers étaient partis a I'adoption tres jeune.plkes, une étude comparative des résultats des
ERG en fonction du sexe n’a pas pu étre réaliseaatee étude comportait plus de males que de
femelles. Les résultats des ERG ont montré quiil avait pas de différence significative entre
I'ceil avec un iris de couleur marron et I'ceil awat iris de couleur bleue ayant un fond d'cell
subalbinos et sans tapis. Pour I'ceil hétérochromlgjau qui avait un fond d’'ceil avec des plages
dépigmentées et avec tapis, les valeurs (amplgttemps de culminations des ondes a et b dans
les différentes ambiances étudiées) étaient prodbeesnoyennes du lot témoin. Cependant, dans
I'étude, un seul chien présentait ce type d'yduxylavait donc pas assez de valeurs d’ERG pour
conclure. De méme, les ERG avaient des résultatgiglies pour un ceil avec un iris marron et
un fond d’ceil d’aspect classique et un ceil averisrleu ayant un fond d’ceil subalbinos et sans
tapis.

Dans I'étude de Roselen et collaborateurs (45)s, deens de race beagle (ainsi que
d’autres races) présentaient une onde négativeopdst b. Chez les chiens ne présentant pas de
tapis, cette onde négative post-onde b était absées valeurs d’amplitude et du temps de
culmination des ondes a et b étaient identiques Jgahien ait un tapis ou non. Dans notre étude,
il N’y avait pas d’onde négative post-onde b ob&eywontrairement a I'étude de Roselen et
collaborateurs(45) . Cette différence peut étre di a une techniquerd@gstrement ou a
l'utilisation d’appareils différents. De plus datiétude de Roselen et collaborateurs, a la
différence des beagles subalbinos, I'absence de @&agit consécutive a sa dégénérescence
précoce.

En conclusion, les beagles que nous avons étuditayant un iris de couleur bleue
avaient un fond d’ceil de type subalbinos (dépigeiains tapis). La couleur des iris n'avait pas
de conséquences sur les valeurs obtenues lorsRigsalasi que sur la fonction visuelle dans les
limites de son évaluation chez le chien. Seuldesl$ d’ceil différaient.

IV.2. Etude génétique

Les chiens beagles de I'étude, présentant au mwin®il de couleur bleue, avaient un
pelage coloré autour de I'ceil a I'exception desxdaeagles provenant de I'élevage américain.
Ces derniers avaient une téte entierement blarnchgrésence d'un pelage coloré autour des
yeux de couleur bleue nous a orienté vers un défaytigmentation d’origine oculaire n’ayant
aucun rapport avec la couleur du pelage. En affedz certains animaux, la couleur des yeux est
corrélée a la couleur du pelage. C'est par exelapias des chiens de pelage merle qui ont plus
fréqguemment des iris hétérochromiques ou de collleuwie. Ce phénotype est plus marqué chez
les chiens homozygotes merle. (26) Par ailleurgoldeur bleue de l'iris est aussi corrélée au
pelage blanc du chat ou du cheval. Pour les deaglég ayant une téte entierement blanche, la
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présence d'un ceil bleu peut étre une coincidefe® beagles américains ont peut étre plus
souvent la téte blanche que les beagles europgEénsde d’'un plus grand nombre de chien est
nécessaire pour analyser le lien entre panachwauttur des yeux chez les beagles américains.

Les croisements et I'arbre généalogique des clpemgnant de I'élevage de Harlan ont
montré des liens de parenté entre les chiens aantoins un ceil bleu. La transmission de la
couleur des yeux chez le beagle semble donc géeétiggs 4 males 8001, 3515630, 3529410 et
2CE7 étaient fortement suspectés d’avoir une ddations en cause de cette couleur de ['iris.
On a remarqué que les parents des chiens ayanbias om ceil bleu avaient comme ascendant
au moins un de ces 4 males, exceptés Saphir, HBEGVZ1068 et H2F1072 qui avaient au
moins un parent qui ne descendait pas de ces &n@és quatre chiens avaient cependant le
méme pére (H512456) qui n'avait pas de lien de maravec les 4 males suspects. Pour le chien
Saphir, ses parents ne descendaient d’aucun ddsneékes. Mais I'arbre généalogique de Saphir
était incomplet, il ne remontait que jusqu’a seangs parents dans la branche maternelle. On
peut donc se demander si, dans cet élevage, avait pas plusieurs chiens porteurs des yeux
bleus. Ainsi, les chiens 8001, 3515630, 3529410E722CH512456 pouvaient étre fortement
suspects de porter une des mutations responsablasduleur bleue de l'iris.

L’analyse des pourcentages de chiots aux yeux l@deunsarron et issus d’un croisement
entre un chien aux yeux bleus et un chien aux yearon demande a étre complétée. En effet,
nous n’avons obtenu que deux portées de ce typenBaque de temps et en raison du faible
nombre de femelles ayant au moins un ceil bleu etad se reproduire, il n’a pas été possible
d'avoir plus de portées. En revanche, le nombi@asements entre un chien aux yeux marron et
un chien ayant au moins un ceil bleu était conséqenplus, le fait qu’aucun chiot ait eu au
moins un ceil bleu dans ces croisements permet gimaa que les deux parents doivent étre
porteurs d’'un facteur génétique yeux bleus pouiralas chiots aux yeux bleus. Cette hypothése
reste cependant en contradiction avec les résuléstsccouplements effectués dans les élevages
Harlan et américains ou les chiots aux yeux bleuas ®ujours nés de parents aux yeux marron,
les animaux aux yeux bleus étant systématiquenséirds des programmes de reproduction.

L’'analyse des croisements et de I'arbre généalmgapermis d’écarter certains types de
transmission et les deux possibilités restanteserdtda transmission polygénique ou la
transmission dominante a pénétrance fortement teédla transmission polygénique nous
semble plus probable étant donné le faible nomleretdens aux yeux bleus obtenu lors des
croisements et du fait que chez I'homme la transimisde la couleur des yeux est un caractere
polygénique.

Un testy? pour la répartition des génotypes du SNP T/Cedes chiens aux yeux marron
et ceux ayant au moins un ceil bleu a été réalisdand deux des effectifs attendus étaient
inférieurs a 3. En effet, le test adéquat en cafedtifs théoriques <5 reste §& mais avec une
correction de Yates et s'il y a des effectifs thgoes <3 il est nécessaire d'utiliser un test exact
de Fisher qui est treés difficile a effectuer entigtee. Ley? reste malgré tout utilisable d'aprés
Bouyer. (2)
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Le test duy?2 a montré que les génotypes pour le SNP n’étgiast significativement
différents en fonction de la couleur de liris. Ainle SNP trouvé dans l'intron 85 du gene
HERC2 n’était pas associé a la couleur de I'iris ches beagles. L'analyse des résultats du
séquencage et du génotypage n’a pas permis deeraattvidence un polymorphisme associée a
la couleur des yeux dans I'intron 85 au niveauadegfjion conservée entre ’lhomme et le chien.
Les résultats obtenus n’ont donc pas pu démontrera séquence de l'intron 85 chez le chien
avait un impact sur la couleur des yeux. Les SNBRésidans les geng3AC2 et HERC2
identifiés chez 'lhomme et associés a la coulegryagix n’ont pas été retrouvés chez le beagle.
Des mutations pourraient cependant se retrouves das deux génes mais comme ils sont tres
grands (le genélERC2 posséde 94 exons et le ggDAC2 a 22 exons), il serait couteux de
chercher une mutation dans ces genes par séquemN@ge aurions pu faire une recherche des
régions génomiques associées a la couleur despamua méthode du clonage positionnel mais
par mangue de temps et d’argent ceci n’a pas pufd@tr Nous aurions pu également rechercher
des mutations dans d’autres génes corBir@2A4, TYR, TYRP1, SCL45A2, IRF4, LA ils
sont peu déterminants dans la couleur des yeux|tioeame.

Il serait donc possible que la détermination dedaleur des yeux chez le chien et chez
I’'hnomme soit tres différente car chez le chiemxiste beaucoup de chiens aux yeux vairons alors
que chez 'homme le caractére vairon est plutd.rBe plus, le fond d’ceil d’'un chien aux yeux
bleus est subalbinos alors que chez 'homme cé p&ssle cas.
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CONCLUSION

Notre travail sur la couleur des yeux chez le beaghit pour but d’identifier le potentiel
caractére héréditaire, I'éventuel mode de trangsamisst de rechercher la ou les mutations
responsables de la couleur de liris chez des shimagle issus de pedigrees expérimentaux.
Nous souhaitions également caractériser le phéaokypeux bleus ». Pour cela, nous avons
accueilli a 'ENVA des chiens beagle aux yeux blgu®venant de plusieurs élevages
expérimentaux situés en Europe et aux Etats-UnarldH France, Marshall ltalie, Marshall
USA). En effet, ces chiens dont la couleur bleus geux n'est pas désirée, sont écartés des
programmes de reproduction. Nous avons donc plefaent accueillir ces chiens sur le site de
'ENVA. De plus, nous avons réalisé des accoupldamentre chiens aux yeux bleus et aux yeux

marron, afin d’agrandir notre cohorte.

Lors de notre étude ophtalmologique, nous avoné gae les beagles aux yeux bleus
étudiés présentaient en réalité trois phénotypkééreints : soit une hétérochromie de l'iris, soit
des yeux vairons (un ceil bleu et un ceil marronj},les deux yeux bleus. Les yeux ayant un iris
de couleur bleue présentaient un fond d’ceil peunpigé (majoritairement rouge) avec une
absence de tapis. Les yeux avec une hétérochraniieisl présentaient un fond d’ceil avec tapis
qui comprenait plus ou moins de plages dépigmentéesyeux ayant un iris de couleur marron
présentaient un fond d’ceil pigmenté avec un tapis.

Une analyse statistique des résultats obtenustiét gas courbes ERG réalisées sur ces
beagles a montré qu’il n'y avait pas de différensiggificatives entre les yeux de couleur bleue
ou de couleur marron. Ainsi, malgré les différenakservées sur le fond d’ceil, la fonctionnalité
de I'ceil semblait identique, que I'iris soit de émwr bleue ou marron. Cependant, cette analyse
ne nous a pas permis de conclure pour les yeuxt ayairis hétérochromique du fait du trop
faible nombre de chiens dans cette situation.

L’arbre généalogique réalisé a partir des donnéepedligree des chiens importés, ainsi
que les croisements réalisés a 'TENVA, nous onimpeide déterminer que la couleur des yeux
bleus chez le beagle était héréditaire et trésghiement polygénique (mode de transmission
complexe, nombreux genes en cause).

De plus, la liste des génes et régions candidais lpoccouleur des yeux chez le beagle a
été dressée en étudiant les génes responsablégdotype homologue chez 'homme. Les genes
OAC2 (oculocutaneous albinism type &t HERC2 (HECT and RLD domain containing E3
ubiquitin protein ligase Rqui contrdle I'expression du gef@AC2 seraient responsables de la
transmission de la couleur bleue ou brune de Einsz ’homme. Chez 'homme, il a été identifié
des variations dans les régions géniques pouvaniemo la/les mutation(s) responsable(s) de ce
caractére : trois SNP dans lintron 1 du g&A&C2; un SNP dans l'intron 4, un SNP dans
I'intron 12, un SNP dans I'intron 86 et un SNP dEn8'UTR du gen¢HERC2 De plus, d’autres
génes comm&LC2A4 (solute carrier family 2 (facilitated glueosansporter), member 4), TYR
(tyrosinase), TYRPL1 (tyrosinase related proteinSIJL45A2 (solute carrier family 45, member
2) et IRF4 (interferon regulatory factor 4)ourraient contribuer a la nuance de couleur ds.l'i
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Les gene©AC2/ HERCZtant tres longs, seules les régions impliqguées thomme et
donc potentiellement impliquées chez nos chienggtiétudiées. Ces régions étaient I'intron 1
du géneOAC2 et les introns 4, 12 et 86 ainsi que le 3’'UTRgdmeHERC2 La comparaison
génomique de ces régions entre ’homme et le ch@ars a permis d’identifier une région tres
conservée entre ces deux especes : l'intron 85 correspondant a I'intron 86 de ’lhomme
pour le gendHERC2 Le séquencage de cette région chez différentgldede I'étude a permis
d’identifier un SNP T/C. Toutefois, I'analyse ssiijue a montré que ce SNP ne présentait pas
d’association avec le phénotype « yeux bleus »siAlas mutations en cause pour la couleur des
yeux chez le beagle restent inconnues a ce jour.dAflentifier les mutations responsables de ce
caractere, il serait nécessaire de faire une rebbetes régions génomiques associées/liées a la
couleur des yeux par la méthode du clonage posiiprte qui n'a pas pu étre réalisé dans le
cadre de cette thése faute de financement et gestem

En conclusion, nous avons montré que, méme shiesng aux yeux bleus présentaient un
fond d’ceil subalbinos, la fonctionnalité de I'cgiétait pas impactée par sa couleur. Cette étude a
de plus permis de conclure que la couleur bleukogié était transmissible génétiquement et que
le mode de transmission était tres probablemengpaique.
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Annexe 1 : Protocole de 'automate Maxwell a partirdu

sang

w
Fromega

a.

Before You Bepin

Maxwell* 16 Instrument Hardware and Firmware Setup

Touse the Mawwall® 16 LEV Elood DINA Eit or Buccal Swab LEV DN A Punification
Eiit, the Mawwell® 16 Instrument nmst be configured with LEV hardwara. If vour
Masweali® 16 Instrument contains standard elution vobhumes (SEV) hardwara, it wall
need to be reconfipured usmg the Maxwell® 16 LEV Hardware Fit (Cat 8 AS1I50).
Peconfiguring the mstnument is simple and easy. Pefer bo the Manpel® 16
Istroment Tedomim! Manial spedfic for your mstniment for directions.

Materials to Be Supplied by the User

optional, rotating tube mixer for liquid biood samples

benchtop vortex miver

Pipsttors and pipstte tps for sample transfer nto prefilled reagent cartndges
1.3-2 0] tubes for morhation of samples (e g, Microtubes, 1 3ml [Cat # VI231])
heating block sat at 36°C

microcentrifuge (buccal swab protecol)

buccal swabs (e.g, Punitan Medical Products Cat & 23-806 1FD or 23806 TRC |

Preparation of Whole Blood Samples {Cat # AS1200)

Whole Blood Samiple Frocessing Capacity

The total vield of genomuc T3 A from whole blood samples depends on the

sampre volume and mumber of white blood cells/ml Each cartridge supplied

mﬂ'mhlamrﬂilﬁlﬂ'mxdﬂmm&kaﬁmﬁtisdﬁigmimwﬁy

ganomic DA from up o 300ul of whale blood, assumnne an averags numiber

of wiike blood cells m the range.of 4 = 104 to LI » 10F /mi whole blood (vaiues

for 2 niormial healthey adult 1.

Node: Whela blood samples collected i EDTA, AT or hepanin fubes can be

wsed These samples may be eifher fresh or frozen. Frozen samples should ba

thawed before processing. ¥We recommend mixing all blood samples before

wse. EDTA biood collechon tubes are preferred if the purified TNA wili be

wsed in downstream amplification assays.

L Mix all blood samples for af beast 5 mumutes at room temperzhore.

21 Frepare and label incubafion fulbes compafibie with heating block:

3. Add 30ul of Proteinase B {FE) Solution to each moubation fubs

2 Add liguid Blood {up to 300ul) fo each moubation fube.

3, Add 500ul of Lysis Buffer fo aach incabation tube

0. Vortex each fabe for 10-sacomds.

7. Incubate each tube in the heating bock (sat to 56°C) for 20 merutes. During
this incubabion. prepare cattredees as desaibed in Sacon 3.C.

5. Transfer each biood hysate sample fram the meubabion tobe bowell #] of
eachcartredes. (Well #1 15 the well dasest to the cartridgs Label and

furthest from the user.)
Promega Corporation  © 2500 Woeds Hollow Froad ¢ Mladizon, WI55711-5599 USA
Toll Free in 1754 BI0-35-9520 * Phone 808-X44330 - Faxt3-27-1518 - WWW.pOmMEgacom
Frimad i U5A. Farté TM1X3
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Annexe 2 : Protocole de 'automate Maxwell a partide
brossettes buccales

o
PFromega

3B FPreparation of Buccal Swab Samples (Cak # ASTI05)
Bural Swab Sample Processing Capadty

The total vield of genomic T A from buccal sweab samples depends on the
celbular material conbained on fhe swabs. Esch cartrides supplied in the Maxeeell ®
16 Buccal Sevab LEV DA Purificabion Kt is designed fo purify genoatic DINA
fromn 1 or 2 buccal swabs.

MWote: Cushomess have performed fus profoon] saccessfully with samples collacted
usines Pur-iWraps Sterile Polyester Tipped Applicators, Puritan Medical Products
Cat# 23800 IFD or Puz-Wraps Sterila Cotton Tipped Applacators, Paitan Madical
Products Cat.# 25-800 1PC. We aiso recommend using, Fromega Microbubes, 1.5m]
{Cat # VI 1) for sample preparation.

1. Called samples with & standard buccal swab collection peocediure.
1 Assemble a Clearing Column,/ micnofube for each (/——“\L
santple.

3, Cut the haad off the applicator sbick. Add dried
swab head to the Clearing Colurm /omicrofube

assemnhly.
4 Tnaseparate tube, mix 300l Lysis Buffer + 30ul :
3. Add 330u! of Lysis Buffer/Protemase K io swab head in the Cleanmg,
Column,/ microhibe assembly.

6, Closehobe over the Clearing Colomm and vortex for 10 seconds

Note ¥ usng tubes ather Ghan the recommended Cat # V1231, the tube may
nat clase.

-1

Incubate for 2 menutes at 36°C.

Note: Some flowthrough from the colunm may be observed in the aucotube

after mcubation. This is narmal

& Centrifugs the Clearme Columm, meotube assembly with swab for Z miutes
at mainmim spead.

2. Femove the Cleaning Calumm with swab bead and discard.

10. Add fovethroush to well #1 of the Mool ® 16 LEV cartrides {see section 3.C
for cartrides preparation)

L1. Process using Maavell* 16 In LEV Fessarch Mode using the LEV Elood
miethod (e Sechon 4).

17 Cnice the extraction 1s complate. remove and cap each elubion tubs. Stare

appropriately unhl use
Promega Corporstion + Z8M0Woods Hollow Foad + Mfadizon WI 55711-5599 TEA
Toll Fres m UEA BI-5-9500 * Phove 606-274433) - FawBlEFZ7-1516 + wW W pramegicom
Fartd TROGL Prntrd in TRA
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Annexe 3 : Suite du protocole de I'automate Maxwell

o
Promega

AC. Maowell® 16 Cartridge Preparation

L

=

Change gloves before handling carimidges. LEV Flungers and Eubion
Tubes. Flacs fhe carinidees tobe wsed in the Maxwrell * 16 LEV Cartrnides
Fack (Cat# ASI25]). Flace each carimides in fhe rack with the label side
facng away from the Eution Tubes. Press down on the cartrides to snap it
inéo pesition. Carefully peel back: fe seal so that all plastic comes off the
top of the cartridge. Ensare fhat all sealine tape and amy residiwal
adhesive are removed befiore placing cartridess m the mstrument:
Flace one plunger into well #5 of each cartrdes.
mﬁﬂg&hﬂilﬁmﬂl* 16 LEV Cartrsdga Fack Add 30l of Elution
Buifer to the botom of each Elnfion Tube.

MNodes:

L. Hyou are processing Eewer than 16 samples, center the cariridges on
the platform.

2 Specimen or reagent spills on amy part of the Maxwell ® 16 LEV
Cartridge Fack should be cleaned with a detergant-water solufion,
followed by a bacteriocidal spray or wipa. then water. Do not use
bleach on any mefimument parts.

‘Well Conlenle User Adis:

| Bndng Bflr - Semak

il ":l'!'!'-u".g'h'r'l'.'

Callians
“anicha

3. Wash Sullar

4. Weash Bulbior

& Wash
& Wach
T Wma

L
B Emphy Aunget 2

Figure 1. Macwell® 16 LEV DNA Purification Cartridge. This figure shows the
combenits of a cartridge Tnall cases, lysate sarmple s added to well #1.

Figure L Setup and

conf ipuration inthe
Maxwell® 16 LEV Cariridge
Rack. Elntion Buffer is added
fo the Elubion Tubes as

Caorporation * Z800Woods Hollore Eoad - Madizon WI 53711-5399 U4

Toll Fres in U5A B00-356-9508 * Phore o06-2744350 * FaxblB-I77-3516 ¢ WWH e L mm
Printed m U%4. Tar# TM3
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PFromega

4 Imstrument Bun: AS200 and AS3000 nstruments
Setup for ASHIDD Maxwell® 16 Insrumenis

Fefer to the Mol !* 16 Instrument Openttvg Menual #1093 for more
detailad information

To nm fhe “Blood” protocal, you mwst heree Mavecell ® i frooware version
4 71 or higher mefalled on your instrurent

L

[

L

.

Turn om the Maxwell* 16 Instrument. The mstrument will power up,
display the firmweare versson mumber, procesd fwough a self-chedk and

home all moving parts.

Vezily that the instrument seffings indicate an “LEV" hardware
confipuration and “Fsch” operational mode seting.

Select “Fam” an fhe Mena screen, and press the Fun/Stop bution to start
the method.

Select “DINAY on the mena scresty, then select “0F" at the Verification
STSETL

Select “Blood™ on the Msmn screen, then select “OF" at the Venificabion
screen. “Blood” Method is used for both kats (Cat # ASIO0 and AS12030,

Cpen the door when prompied to do so on the soeen. Press the Fumny/Stop
button fo extend the platform.

& Waming: Pinch point hazard.

T

B

Transfer the Maxwell® 1o LEV Cartridge Fack containing the prepared
cartridges om the Maowell® 16 Instrument platform. Ensure that the rack =
Placed in the Maxwali¥ 16 Instrament with e Efion Tubes cdosest to the
door. The rack will only fit in the mstrument in this orsentation. If you have
difficalty fitbng the rack on the platform cheack: that the rack:is in the corect
orientation. Ersure that the cartrides rack is level on the insfroment
platiorm

Note: Hold the Mavwell® 16 LEV Cartridze Fack by fhe sides to avaid
dislodeme cariridees from fhe rack.

Verify that samples were added towell #1 of the cariridges. cariridges ara
lnadad on the instment, Exation Tulbes are present with 30yl of Enbin
Buffer and LEV Phungars are inwell #5.

Fress the Fam,Stop button. The platform will retract. Close e doos.

& Warning: Pinch point hazard.

Promegs Corparation - Z500Woods Hollow Foad * hfadizom WI 53711-55% 154
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o
Promeg

100 The Mavwel® Lo Instmoment wil immiediately begin the purification rom.
The screem will dispiay the steps performed and fhe approsmate tme
remainime in the nm.

Iyorbes:

L Pressing the Fum,"Sop butbon or openine; the door will pause the mm.

L If the run &5 abandorad before completion, fhe instnoment will wash the
particles off the plungers and =act the plungers mbowell #E of the
carirides. The sampla will be lost.

1L When the automated purification num is complete, the LT screen will
display a message that the method hes endad.

End of Run

12 Foliow on-soreen msiractions at the end of the method bo open door. Verify
fhat planeers are located in well #3 of the cartridee at fhe end of the nm. If

plungers are not removed from the masnetic plunger bar, push them down
genfly by hand to remcrre them

13. Press the Fun /Stop bution to extend the platform out of the msbroment.

11 Femove the Mapowell® 16 LEV Cartridge Fack from the imstnaoment.
Femowe Eution Tubes confaiming TNAL and dose the hubes.
Kote: Following the sutcmated purificalion procedure, the LEV Cartridee
Fack will bewarm: It will not be foo hiet o toach. To remove fhe rack from
the imstnument platform. hodd anto the sides of e rack

IE.REM'eﬁbecarhidgaiandphmgmﬁnmmm'eﬂ*iﬂm'Camidge

A Fack and discard as hazardous waste. Dio mok reuse reagent cartridees,
LEV Fhangers or Elubion Tubes,

Promega Corporation - 2800 Woods Hollow Foad + Madion, WI 537115599 USA

Toll Free i 1754 BO0-354-5505 - Phone 606-2744350  + Fax60B-277-1516 + wwW pramegacom
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CARACTERISATION DU PHENOTYPE
« YEUX BLEUS » CHEZ LE BEAGLE

NOM et Prénom: SEIGNEURET Tatiana

Résumeé

La présence d'iris de couleur bleue a été remarqinez des beagles de pedigrees
expérimentaux. Ces chiens présentaient des yeumnga(un ceil bleu et un ceil marron) ou
hétérochromiques (présence de plages bleues ebrm@ans le méme iris) ou deux yeux bleus.
Dans un premier temps, nous avons caractérisé dagpype « yeux bleus » chez des beagles
issus de pedigrees expérimentaux et étudié soncimpa I'ceil au niveau anatomique et
fonctionnel, en réalisant des examens ophtalmolmgiget des ERG (électrorétinogramme).
L’étude ophtalmologique a montré trois phénotypéemnts : des yeux ayant un iris de couleur
bleue présentant un fond d’ceil peu pigmenté (majogiment rouge) avec une absence de tapis ;
des yeux avec une hétérochromie de I'iris monttanfond d’ceil avec tapis présentant plus ou
moins de plages dépigmentées ; des yeux ayanisuteicouleur marron dévoilant un fond d’ceil
pigmenté avec un tapis. De plus, les courbes ERGpmésentaient pas de différences
significatives entre les yeux de couleur bleueestyleux de couleur marron. Ainsi, nous avons
montré que la fonctionnalité de I'ceil n'était pasdifi€e par la couleur bleue de liris. Dans un
second temps, a l'aide d’'une cohorte de beagles ide différents élevages expérimentaux
européens et américains, nous avons tenté déevéeifcaractere héréditaire du phénotype « ceil
bleu », son éventuel mode de transmission, puis raons recherché la ou les mutations
responsables de la couleur de ['iris en étudiadigkenes responsables du phénotype homologue
chez 'homme. Cette étude nous a permis de meattr&vielence une transmission génétique et
tres probablement polygénique. La méthode géeneigaintous a permis d’identifier un SNP T/C
dans l'intron 85 du génelERC2du chien. Cependant, ce SNP ne présentait pasodiaten
avec la couleur des yeux.

Mots clés : GENETIQUE / HEREDITE / EIL / OPHTALMOLOGIE / YEUXBLEUS /
ELECTRORETINOGRAMME / RACE CANINE / CARNIVORE / CHEN / BEAGLE

Jury :
Président : Pr.
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Assesseur : Dr Chahory S.
Invitée: Dr Reynaud K.



CHARACTERIZATION OF THE « BLUE-EYE »
TRAIT IN BEAGLE DOGS

SURNAME: SEIGNEURET
Given name Tatiana

Summary

A “blue-eyes” phenotype has been reported in bedgis from experimental pedigrees.
Dogs can have two blue eyes but they can also 8eepeld (one blue eye and one brown eye) or
have heterochromic eyes (part of the iris is aed#ifit colour from its remainder). We collected
clinical and pedigree data from “blue-eyed” beadtgys coming from various experimental
pedigrees. First, we characterized the "blue epé€hotype and we studied its anatomic and
functional impact thanks to ophthalmological exaamtions and ERGs (electroretinograms).
Ophthalmological examinations revealed three dffiérphenotypes: eye with a blue iris and a
poor-pigmented fundus oculi (mainly red) and withtapetum ; eye with heterochromia and a
tapetum with some depigmented parts ; brown eye appigmented fundus oculi and a tapetum.
We identified no significant differences in ERG s between brown and blue eyes. Thus we
demonstrated that the eye function was not modifidolue-eyed beagles. Second, based on the
study of several American and European beagle degstried to identify whether the “blue-
eyes” phenotype was heritable or not. We conclutiatl the inheritance pattern was probably
polygenetic. Last, we analysed candidate genedviegtan eye-colour in humans. We identified
a SNP (single nucleotide polymorphism) HERC2 (HECT and RLD domain containing E3
ubiquitin protein ligase P by sequencing. This SNP located in intron 85HERC2 further
genotyped in our cohort of dogs, was not associatéige eye colour.

Keywords: GENETICS / HEREDITARY / EYE / OPHTHALMOLOGY / BLUEEYES /
ELECTRORETINOGRAM / CANINE BREED / CARNIVORE / DOGBEAGLE
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